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RESUMEN 
 
Este estudio tuvo como objetivo validar el método para la determinación de acido hipúrico en orina 
humana por espectrofotometría visible. El acido hipúrico es un metabolito, tradicionalmente 
empleado como indicador de la exposición al tolueno en trabajadores y personas expuestas a este 
contaminante. El estudio se realizó en el Laboratorio de Toxicología e Higiene Industrial de la 
Subdirección de Riesgos del Trabajo del Instituto Ecuatoriano de Seguridad Social  
Las muestras se prepararon a partir de un pool de orina de personas no expuestas a tolueno; a las 
cuales se adicionaron concentraciones conocidas de acido hipúrico. Con los resultados obtenidos, 
se planteó un diseño experimental completamente al azar para obtener los datos necesarios para ser 
analizados estadísticamente y así calcular los parámetros de validación (Sensibilidad, Precisión, 
Exactitud, Linealidad, Coeficiente de correlación, Límite de detección, Límite de cuantificación, 
Recuperación, Rango de aplicación, Repetibilidad, Reproducibilidad e Incertidumbre). 
Con los resultados obtenidos de los parámetros de validación, aseguramos la confiabilidad de los 
resultados obtenidos por este método y además cumplir con los requisitos exigidos por el 
Organismo de Acreditación Ecuatoriano. (OAE), Norma Internacional ISO/IEC 17025:2005 e ISO 
NTE INEN – 15189:2004 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PALABRAS CLAVE: ACIDO HIPÚRICO,  TOLUENO, VALIDACIÓN DE MÉTODOS – 
ACIDO HIPÚRICO, NIOSH 8300, NORMA C.D. 390 2011-1121, SOLVENTES 
INDUSTRIALES, LABORATORIO DE  HIGIENE INDUSTRIAL - IESS.  
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ABSTRACT 
 
This study aimed to validate the method for the determination of hippuric acid in human urine by 
visible spectrophotometry. Hippuric acid is a metabolite, traditionally employed as an indicator of 
toluene exposure in workers and people exposed to this contaminant. The study was performed in 
the Laboratory of Industrial Hygiene and Toxicology of the Subdirectory of Occupational Hazards 
of Ecuadorian Institute of Social Security. 
The samples were prepared from pooled urine of individuals not exposed to toluene; these samples 
were spiked with known concentrations of hippuric acid. With the results obtained, we proposed a 
completely randomized design to obtain the data needed to be analyzed statistically and calculate 
the validation parameters (Sensitivity, Precision, Accuracy, Linearity, Correlation Coefficient, 
Detection Limit, Quantification Limit, Recovery, Application Range, Repeatability, 
Reproducibility and Uncertainty). 
With the results of the validation parameters, we ensure the reliability of the results obtained by 
this method and also comply with the requirements of the Ecuadorian Accreditation Organization. 
(OAE), International Standard ISO / IEC 17025:2005 and ISO NTE INEN - 15189:2004 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
KEYWORDS: HIPPURIC ACID, TOLUENE, METHOD VALIDATION - HIPPURIC ACID, 
NIOSH 8300, STANDARD CD 390 2011-11-21, INDUSTRIAL SOLVENTS, INDUSTRIAL 
HYGIENE LABORATORY – IESS. 
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CAPÍTULO I 
1 INTRODUCCIÓN 
1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
El Laboratorio de Higiene Industrial de la Subdirección de Riesgos de Trabajo Pichincha 
proporciona servicios de evaluación ambiental y toxicológica de exposición laboral con personal 
propio, en apoyo a la comunidad laboral, empresarial e institucional afiliada al IESS. Dentro de 
estos servicios realiza control y seguimiento de trabajadores expuestos a tolueno, actualmente no 
dispone de un método validado para la determinación de Ácido Hipúrico en orina, metabolito de 
exposición a Tolueno.  
Los laboratorios deben demostrar que sus métodos analíticos proporcionan resultados fiables y 
adecuados para su finalidad y propósito perseguido ya que muchas de las decisiones que se toman 
están basadas en la información que estos datos proporcionan. (Nomos, Lab). La validación de las 
metodologías, junto a otras actividades englobadas en el control analítico de resultados, permite 
demostrar a los laboratorios que sus métodos de ensayo proporcionan resultados confiables. 
(Maroto, Alicia).Validar un método consiste en demostrar que cumple con los requisitos 
establecidos para su propósito, los cuales son definidos por los parámetros y criterios de calidad 
que debe poseer un método para resolver un problema analítico. (Asecal, 2006) 
El Laboratorio de Higiene Industrial de la Subdirección de Riesgos de Trabajo Pichincha, se 
plantea el objetivo de, validar el método de Ácido Hipúrico en orina por espectrofotometría visible 
para demostrar la confiabilidad de sus resultados. 
 
Según la norma ISO/IEC 17025,  los laboratorios deben validar todos los métodos que se utilicen 
en el laboratorio, tanto los desarrollados por ellos mismos como aquellos procedentes de fuentes 
bibliográficas o desarrollados por otros laboratorios. (Norma Internacional ISO/IEC 17025, 2005). 
El laboratorio debe utilizar solamente procedimientos validados para confirmar que los 
procedimientos analíticos son adecuados para su utilización prevista. (Norma Técnica Ecuatoriana 
NTE INEN-ISO15189, 2009) 
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1.2 HIPOTESIS 
1.2.1 Hipótesis nula: 
El método de ácido hipúrico en orina, mediante espectrofotometría visible cumple con los 
requisitos de calidad establecidos por  el Laboratorio de Higiene Industrial. 
1.2.2 Hipótesis alternativa: 
El método de ácido hipúrico en orina, mediante espectrofotometría visible no cumple con 
los requisitos de calidad establecidos por  el Laboratorio de Higiene Industrial. 
 
1.3 OBJETIVOS 
1.3.1 Objetivo General 
 Validar el método  de ensayo de ácido hipúrico en orina, para su aplicación en el 
Laboratorio de Higiene Industrial de la Subdirección Provincial de Riesgos del 
trabajo Pichincha – IESS. 
1.3.2 Objetivos Específicos: 
 Elegir y optimizar el método de ensayo para ácido hipúrico en orina. 
 Determinar experimentalmente los parámetros de validación adecuados para el 
método de ácido hipúrico  en orina por espectrofotometría visible: Sensibilidad, 
Precisión, Exactitud, Linealidad, Coeficiente de correlación, Límite de detección. 
Límite de cuantificación, Recuperación, Rango de aplicación, Repetibilidad, 
Reproducibilidad e Incertidumbre.  
 Establecer un plan de control analítico de resultados de ácido hipúrico en orina 
aplicable para el Laboratorio de Higiene Industrial. 
 
1.4 IMPORTANCIA Y JUSTIFICACIÓN DE LA INVESTIGACIÓN 
El Laboratorio de Higiene Industrial de la Subdirección de Riesgos del  Trabajo Pichincha está 
implementando la “Norma Internacional ISO/IEC 17025:2005, Requisitos generales para la 
competencia de los laboratorios de ensayo y de calibración”, y la “Norma Técnica Ecuatoriana ISO 
NTE INEN – 15189:2009 Laboratorios Clínicos. Requisitos particulares relativos a la Calidad y la 
Competencia”, debido a que sirve de apoyo a la comunidad laboral, empresarial e institucional 
afiliada al IESS, tanto en evaluación ambiental como toxicológica de exposición laboral. De esta 
manera se ve la necesidad de validar sus métodos analíticos con dos objetivos primordiales: 
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1. Apoyar con resultados confiables, por tanto uno de los métodos a validar es el Ácido 
Hipúrico en Orina ya que este es un metabolito de exposición a Tolueno. En la Provincia 
de Pichincha, Ecuador,  nuestra población protegida es decir afiliada IESS es de 737.827, 
la cual ocupa por rama de actividad en la Industria Manufacturera el 11,32% (83.522 
trabajadores) de ellos el 8% está expuesto al factor de riesgo químico (Tolueno) (6.680 
trabajadores), en Construcción el 20% (147.565 trabajadores) de ellos el 8% está expuesto 
al factor de riesgo químico (Tolueno)  (11.800 trabajadores). Por tanto tenemos 18.480 
trabajadores expuestos al factor de riesgo químico Tolueno. (IESS, 2011). 
Tabla 1.  Población protegida expuesta a Tolueno  
POBLACIÓN 
PROTEGIDA 
POBLACIÓN 
OCUPADA POR 
RAMA DE 
ACTIVIDAD 
FACTOR DE 
RIESGO 
(QUÍMICO) 
TRABAJADORES 
EXPUESTOS 
737.827 
PICHINCHA 
Industria 
Manufacturera 
11,32% (83.522T) 
Ácido Hipúrico 
(Tolueno) 8% 
6.680 
Construcción 20% 
(147.565T) 
Acido Hipúrico 
(Tolueno) 8% 
11.800 
TOTAL 
18.480 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
Fuente: IESS – Riegos del trabajo. 
 
2. Diseñar una estrategia de control de calidad, con la obtención de datos que sirva como base 
para la comparación a largo plazo de la calidad analítica de los resultados. 
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CAPÍTULO II 
2 MARCO TEÓRICO 
2.1 ANTECEDENTES. 
De acuerdo  al nuevo reglamento (C.D. 390)  2011-11-21 del Seguro General de Riesgos del 
Trabajo  el Laboratorio de Higiene Industrial toma los siguientes artículos: 
Art. 12. Factores de Riesgo: Se considera factores de riesgos específicos que entrañan el riesgo de 
enfermedades profesionales u ocupacional y que ocasionan efectos a los asegurados, los siguientes: 
mecánicos, químico, físico, biológico, ergonómico y sicosocial  
Se considera enfermedades profesionales u ocupacional las publicadas en la lista de la organización 
Internacional de trabajo, OIT, así como las que determinare la Comisión de Evaluación de 
incapacidades, CVI, para lo cual se deberá comprobar la relación causa-efecto entre el trabajo 
desempeñado y la enfermedad aguda o crónica resultante en el asegurado, a base del informe técnico 
del Seguro General de Riesgos de Trabajo.  
Art. 15. Monitoreo y análisis: La unidad correspondiente del Seguro General de Riesgos del trabajo, 
por sí misma o a pedido de empleadores o trabajadores, de forma directa o a través de sus 
organizaciones, podrá monitorear el ambiente laboral y analizar las condiciones de trabajo de 
cualquier empresa. 
Igualmente podrá analizar sustancias tóxicas y/o sus metabolitos en fluidos biológicos de trabajadores 
expuestos. Estos análisis servirán para la prevención de riesgos y como uno de los criterios para 
establecer una relación causal de enfermedad profesional u ocupacional. 
PARA EFECTOS DE LA PROTECCION DEL SEGURO GENERAL DE RIESGOS DEL 
TRABAJO SE CONSIDERAN ENFERMEDADES PROFESIONALES LAS SIGUIENTES: 
1. Enfermedades profesionales causadas por la exposición a agentes que resulte de actividades 
laborables 
1.1.1 Enfermedades causadas por agentes químicos 
1.1.12 Enfermedades causadas por benceno o sus homólogos. (Resolución 390 - 2011) 
El riesgo de una enfermedad se hace presente cuando se produce un desequilibrio entre el ambiente 
y el hombre, lo que significa que la salud del individuo está en peligro. Entendiéndose en este caso 
por salud “El completo estado de bienestar físico, social y mental de los individuos y no solo la 
ausencia de enfermedades” (OMS) (INP Sector Activo, Área de Higiene Industrial, 2006) 
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El accidente de trabajo es todo suceso imprevisto y repentino que ocasione al afiliado  lesión 
corporal o perturbación funcional, la muerte inmediata o posterior, con ocasión o como 
consecuencia del trabajo que ejecuta por cuenta ajena. (Resolución 390 - 2011).  
En el año 2011  los accidentes de trabajo reportados al Seguro General de Riesgos del trabajo se 
encuentran clasificados por rama de actividad en la siguiente ilustración. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fuente: IESS. SGRT. Informe de actividades. Arq. Juan Vélez Andrade, Director del Seguro 
General de Riesgos del Trabajo – 2011. 
La población expuesta a Tolueno por rama de actividad  tanto en la Industria manufacturera como 
en la Construcción es de 8% es decir que en el año 2011 existieron 196 accidentes de trabajo en la 
Industria Manufacturera y 50 accidentes  de trabajo en la Construcción.  
 
 
 
 
Ilustración 1.  Accidentes de trabajo calificados por rama de actividad - 2011 
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2.2 FUNDAMENTO TEORICO  
2.2.1 Solventes Industriales 
En el medio laboral es frecuente la manipulación y el contacto con sustancias tóxicas y peligrosas. 
Los solventes industriales son muy numerosos, su acción tóxica sobre el organismo está en función 
de sus propiedades químicas, en algunas áreas de trabajo son la principal fuente de riesgo para los 
trabajadores.  (Díaz, 2010) (Figueroa & Bartual, 1998) 
Hoy ocupan un lugar destacado dentro de las sustancias químicas de uso industrial. Su utilización 
puede ser muy variable, o sea, un mismo compuesto puede ser destinado como  materia prima, 
intermediario de síntesis, producto disolvente o de limpieza entre otras. (Lezáun, 2011) 
2.2.2 Tolueno 
 
SINÓNIMOS: Metilbenceno, Fenilmetano, Toluol. C6H5CH3 
 
 
 
 
 
 Fuente: Tolueno: http://www.ciaquimica.com.ar/productos/quimicos/detalles/aromaticos/tolueno.  
 
Su nombre deriva del bálsamo del árbol Myroxylon balsamum (Bálsamo Tolú o bálsamo de 
Colombia) del cual Henri Etienne Sainte-Claire Deville lo obtuvo por primera vez en 1844 
mediante destilación seca. 
2.2.3 Propiedades físicas  
El Tolueno, pertenece al grupo de los alquilbencenos, los cuales son derivados del benceno y 
poseen una o más cadenas alifáticas saturadas; el tolueno es un homólogo del benceno y se 
diferencia de éste por la presencia de un grupo metilo, esta pequeña diferencia estructural hace que 
el tolueno sea más liposoluble y menos volátil que el benceno. (Ladou, 1999) (Internacional Labour 
Organization(ILO),Internacional Chemical Safety and Health (CIS)) 
 
El tolueno es un líquido incoloro, inflamable, móvil, de olor fuerte característico similar al 
benceno, sus vapores son explosivos. Es menos denso que el agua; su densidad,    
           ; su punto de ebullición es de + 109ºC; punto de fusión es de -95ºC y número CAS: 
108 – 83 – 3. (International Programme on Chemical Safety (IPCS)). 
Ilustración 2.  Tolueno 
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Como solvente es más débil y menos extenso que el benceno; insoluble en agua, soluble en todas 
las proporciones, en alcohol etílico, éter etílico y benceno. (Organización Internacional del Trabajo, 
1999) (Fabré & R, 1976) 
2.2.4 Síntesis 
Existe en forma natural en el petróleo crudo y en el árbol Bálsamo de Tolú. También se produce 
durante la manufactura de gasolina y de otros combustibles a partir del petróleo crudo y en la 
manufactura de coque a partir de carbón. Está presente en el humo de los cigarrillos.  
Químicamente se genera en la ciclodeshidrogenación del n - heptano en presencia de catalizadores 
y pasando por el metil - heptano. Además se obtiene como subproducto en la generación de etileno 
y propeno. 
2.2.5 Usos 
El Tolueno es utilizado como solvente de aceites, resinas, alquitrán de hulla y asfalto. Disolvente 
del caucho natural (mezclado con ciclohexano) y caucho sintético; en la industria de las colas, 
neumáticos, ropas impermeables y calzado.  
Es usado como solvente y diluyente para pinturas, pegamentos y barnices de celulosa, y como 
diluyente para tintas de fotograbado; en la industria textil, de pinturas y lacas, de cuero, de tintas e 
imprenta.  
También puede encontrarse en mezclas que se utilizan para productos de limpieza y como agentes 
de extracción de grasas en diversas industrias.  
Es una importante materia prima para la síntesis orgánica, especialmente en la producción de 
cloruros de benzoilo y bencilideno, cloramina T, TNT (2, 4, 6-trinitrotolueno), tolueno 
diisocianato, fenol, ácido benzoico, sacarina, caprolactama (molécula del nylon), perfumes, 
detergentes y colorantes. (Asimismo es un constituyente de combustibles y refrigerantes utilizados 
en aviación y automóviles, en la industria petrolera y petroquímica. (Fabré & R, 1976) (Klaassen & 
J, 2001) 
2.2.6 Fuentes de exposición 
Las fuentes de contaminación son los trabajos en donde se emplea el tolueno, tales como: 
- Preparación, extracción, rectificación de tolueno. 
- Empleo del tolueno como materia prima para obtener sus derivados. 
- Extracción de materias grasas, desengrasado de huesos, pieles, cueros, fibras, textiles, 
tejidos; limpieza en seco; desengrasado de piezas metálicas. 
- Preparación de disoluciones de caucho y de sus derivados; manipulación y empleo de estas 
disoluciones. 
- Fabricación y aplicación de barnices, pinturas, esmaltes, masillas, tintas, pegamentos, 
productos de mantenimiento y limpieza que contengan tolueno.  
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- Empleo de tolueno como disolventes de resinas naturales o sintéticas. 
- Empleo de tolueno como deshidratante de alcoholes y otras sustancias líquidas o sólidas. 
- Empleo de tolueno como desnaturalizante. 
- Preparación de carburantes conteniendo hidrocarburos bencénicos, transvase y 
manipulación de tales carburantes. (Lauwerys, 1994). 
2.2.7 Metabolismo 
 
El Tolueno inhalado se adsorbe en pulmones y se trasporta por la sangre a otros tejidos y órganos, 
es absorbido en el tracto digestivo, se acumula rápidamente en el cerebro. Subsecuentemente se 
acumula en tejido adiposo en donde se retiene en altos niveles de concentración. (Brucker & D, 
2001) 
La principal vía de excreción es la rápida oxidación del tolueno a ácido benzoico, el cual es 
conjugado con glicina y excretado como ácido hipúrico en orina; dentro de límites razonables, la 
excreción del ácido hipúrico en orina es proporcional a la exposición.  (Fonseca, 2009) (Martínez) 
El 20% del tolueno absorbido se excreta inmodificado por el aire espirado. La fracción retenida en 
el organismo (80%) es metabolizada por los microsomas del hígado por el sistema monooxigenasa 
(citocromo P- 450 isozyma), que hidroxila al tolueno en su cadena lateral a alcohol bencílico 
(radical metilo pasa a carboxilo), posteriormente, las enzimas alcohol-deshidrogenasa (ADH) y 
aldehído-deshidrogenasa (AIDH) lo transforman en ácido benzoico que, por conjugación con la 
glicina, forma ácido hipúrico, que es el principal metabolito urinario debido a la excreción renal 
que suele producirse en los túbulos proximales. (Lauwerys, 1994) (Klaassen & J, 2001) 
El ácido hipúrico se excreta por la orina con una vida media biológica de unas 3 horas. 
La determinación del contenido de ácido hipúrico en la orina constituye un buen indicador 
biológico de exposición, teniendo en cuenta que la orina de trabajadores no expuestos puede 
contener ácido hipúrico procedente de alimentos, en especial frutas y hortalizas; además de 
alimentos que contienen preservantes como benzoatos y ácido benzoico. (Organización 
Internacional del Trabajo, 1999) 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ilustración 3.  Metabolismo de ácido hipúrico. 
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(Continuación Ilustración 3) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fuente: Ácido Hipúrico: http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_hip%C3%BArico 
2.2.8 Distribución  
Su elevada liposolubilidad condiciona su fijación en el tejido adiposo y el sistema nervioso, 
observándose una mayor concentración en el tejido adiposo, seguido por la médula ósea, glándulas 
suprarrenales, riñones, hígado, cerebro y sangre. (Lauwerys, 1994) Traspasa la membrana alveolar. 
La mezcla sangre/aire se mantiene en una proporción de 12 - 15,6  a 37ºC y entonces se distribuye 
por los diferentes tejidos en cantidades variables, que dependen de las características de perfusión y 
solubilidad respectivamente. (Fabré & R, 1976) 
El tolueno además puede atravesar la placenta y entrar en el feto, puede encontrarse también en la 
leche materna. (Lauwerys, 1994). 
2.2.9 Toxicodinámica del tolueno 
Los órganos designados críticos para el tolueno son el sistema nervioso central, debido a la 
acumulación de tolueno en los tejidos ricos en lípidos (las concentraciones del tolueno son más 
altas en el cerebro y los tejidos adiposos que en la sangre). 
El tolueno disminuye la incorporación de grupos metilo en los lípidos cuando el donador de grupos 
metilo es la [3H]-metionina, pero no afecta la metilación cuando el donador de metilos es [3H]-
adenosil metionina, esta información sugiere que el tolueno induce una disminución especifica de 
la fosfatidiletanolamina sinaptosomal y la inhibición de la metilación fosfolípidica puede alterar la 
función sináptica normal, lo cual juega un rol critico en el mecanismo de acción del tolueno a nivel 
del sistema nervioso central.  
El tolueno desacopla el transporte de electrones de la fosforilación oxidativa en la mitocondria, 
conduciendo a una depleción de ATP mitocondrial. El efecto desacoplador del tolueno pone en 
peligro las funciones vitales de la célula; en especial en órganos que muestran una alta demanda de 
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energía como el cerebro y el hígado, principales blancos toxicológicos del tolueno en humanos y 
otros vertebrados. (Revilla, 2008) 
2.2.10 Vías de Exposición  
La sustancia  se puede absorber por inhalación, a través de la piel y por ingestión. Por evaporación 
de esta sustancia a 20°C se puede alcanzar bastante rápidamente una concentración nociva de aire. 
2.2.11 Efectos de exposición de corta duración 
La sustancia se comporta como depresor del S.N.C. irrita los ojos y el tracto respiratorio. La 
exposición a altas concentraciones puede producir arritmia cardíaca, pérdida del conocimiento y 
muerte. (Albiano N. F., 2010) 
2.2.12 Efectos de exposición prolongada o repetida 
El contacto prolongado o repetido con la piel puede producir dermatitis. La sustancia puede afectar 
al sistema nervioso central, dando lugar a desórdenes psicológicos y dificultad en el aprendizaje. La 
experimentación animal muestra que esta sustancia posiblemente cause efectos tóxicos en la 
Reproducción Humana. (Lauwerys, 1994) (Ladou, 1999) 
Por muchos años el monitoreo biológico de exposición a solventes se han realizado midiendo sus 
metabolitos urinarios específicos, los cuales proveen suficiente sensibilidad y especificidad para 
vigilancia en salud ocupacional. (Cárdenas, 2009) 
Tabla 2.  Riesgos para la salud 
Denominación 
química 
Periodo corto de 
exposición 
Período largo 
de exposición 
Vías de 
exposición 
Síntomas 
TOLUENO 
Ojos, tracto 
respiratorio, 
pulmones, SNC 
Piel, SNC, 
corazón 
Inhalación 
 
 
Piel 
 
Ojos 
 
Ingestión 
Mareo, cefalea, 
náuseas, inconsciencia  
 
Sequedad de la piel, 
enrojecimiento 
Enrojecimiento, dolor 
 
Dolor abdominal, 
sensación de quemazón 
Elaborado por: Alexandra Santafé. 
11 
 
2.2.13 Diagnóstico y relación laboral 
Determinar que un trabajador se haya intoxicado por tolueno es muy complejo, además del 
personal sanitario especializado en el trabajo deben participar los higienistas del servicio de 
prevención, técnicos de la empresa, así como la dirección de la empresa. 
En primer lugar se debe comprobar si ha sido intoxicación aguda que se determina como accidente 
de trabajo o intoxicación crónica que se determina como enfermedad profesional. (UGT de 
Catalunya, 2009) 
2.2.14 Validación de métodos 
 
El término validación ha sido definido en la literatura, de diversas maneras y por numerosos 
autores. Aunque los términos dados son diferentes los significados son los mismos: a) especificar e 
implementar, b) aprobar y c) documentar. 
La validación se define como la evidencia documentada, que proporciona un alto grado de 
seguridad de que un proceso específico originará, de forma homogénea y reproducible, un producto 
que cumplirá con las especificaciones predeterminadas y con sus atributos de calidad. 
(Organización Panamericana de la Salud, 2009). 
 
La Validación es el proceso de definición de las necesidades analíticas y la confirmación de que el 
método en cuestión ha considerado capacidades consistentes con aquellas que la aplicación 
requiere. Está implícito que será necesario evaluar las capacidades de desempeño del método. 
EURACHEM (Asecal, 2006). 
Cuando trabajamos con procedimientos analíticos más o menos complejos, en los que participan 
instrumentos: 
- Que pueden llegar a tener un grado alto de complejidad, donde se deben controlar un buen 
número de parámetros instrumentales, que la mayoría de las veces no son de lectura directa 
de la magnitud que se analiza, sino que utilizamos una “calibración indirecta” de una 
magnitud de “lectura” (por ejemplo absorbancias). 
- Que tienen un carácter marcadamente “no estable”, en el sentido que son instrumentos 
diseñados específicamente para atender diversos requerimientos (por ejemplo distintas 
longitudes de onda), carácter que no deseamos perder con ningún tipo de sellado para 
evitar ajustes.  
No podemos aplicar estrictamente el concepto de calibración “estable” que se aplica generalmente 
a los equipos de medida directa. 
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Es en esta situación donde se intuyen claramente las interrelaciones que existen entre los conceptos 
de: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
Fuente: ASECAL. Validación de métodos analíticos pág: 4 
 
La Validación es la confirmación por análisis y la provisión de 
evidencias objetivas de que se cumplen los requisitos 
particulares para un uso especifico previsto. (Norma 
Internacional ISO/IEC 17025, 2005) 
Generalmente consiste en la 
verificación de que la 
función de respuesta 
validada se mantiene dentro 
de un intervalo de aceptación 
definido en la validación. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Parte de la gestión de calidad enfocada en el 
cumplimiento de requisitos de calidad. (Que 
normalmente es la verificación de que algunos 
parámetros de validación, fundamentalmente 
exactitud y precisión, se mantienen dentro de un 
intervalo de aceptación definido en la validación). 
(Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)) 
(Instituto Ecuatoriano de Normalización INEN, 
2005). 
Ilustración 4.  Interrelación entre Validación, Calibración y Control de Calidad 
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Existe un gran interés en la validación de métodos y en el aseguramiento de calidad en los 
laboratorios, puesto que la aceptación y credibilidad de sus resultados depende de la identificación 
de las fuentes de variabilidad, de su control y de la documentación que así lo demuestre. En mayo 
del 2005, se publicó la segunda edición de la norma internacional ISO 17025, que establece los 
requisitos administrativos y técnicos que debe cumplir un laboratorio de pruebas o calibración para 
obtener reconocimiento internacional, dentro del contexto de la Organización Mundial del 
Comercio. (Rodriguez & Rigoberto, 2001). 
 
¿Cuando debería validarse un método? 
Cuando se necesita verificar que sus parámetros de desempeño son adecuados para el uso en un 
problema analítico en particular. 
Ejemplos: 
- Cuando se desarrolla un método nuevo 
- Cuando se revisa un método ya establecido para mejorar o extender a un nuevo problema 
- Cuando el control de calidad indica que el método en uso está cambiando con el tiempo. 
- Cuando se usa un método ya establecido en un laboratorio diferente, con diferente analista 
o con diferente instrumental. 
- Para demostrar la equivalencia entre 2 métodos, por ejemplo, un método nuevo y una 
norma. (Soso & Rimini). 
Se debe tener claro que la validación es una actividad continua que se alimenta fundamentalmente, 
de los datos que se obtienen de las actividades que se realizan en el terreno de la calibración y del 
control de calidad. (Asecal, 2006) 
2.2.15 Tipos de validación 
 
Cuando se trata de un método empleado tradicionalmente por el laboratorio que no esté 
normalizado, se puede realizar una Validación Retrospectiva, es decir, en base a los datos 
experimentales que el laboratorio dispone, para la cual se realizará la recopilación de la mayor 
cantidad de datos históricos disponibles, para luego realizar un proceso de ordenamiento y 
selección de los datos recopilados, estos datos pueden ser: 
- Curvas de calibración 
- Resultados de ensayos 
- Cartas de control 
- Ensayos de aptitud, etc. 
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A través de éstos, se deberán determinar los parámetros de validación, y evaluar si los resultados 
obtenidos para los fines de la validación son aceptables. 
En caso de ser un método nuevo (o uno antiguo del que no se dispongan de datos suficientes) se 
debe realizar una Validación Prospectiva, generando a través de análisis datos experimentales. 
En algunos casos se puede realizar lo que se conoce como Validación Concurrente cuando se 
trate de: 
1. Métodos normalizados. 
2. Métodos normalizados usados fuera de su alcance propuesto.  
Ejemplo: uso en otra matriz. 
3. Ampliaciones y modificaciones menores de métodos normalizados.  
Ejemplo: uso en otros analitos. 
4. Cuando se trate de métodos previamente validados, que haya sufrido alguna alteración 
significativa por lo cual deben volver a evaluarse. Estas variaciones pueden ser:  
- Cambio de equipo 
- Cambio de componentes de equipo como columnas, detectores 
- Cambio de analista 
- Cambio de la matriz que contiene la muestra o 
- Cambio de  nivel de concentración del analito de interés, entre otros. 
 
La Verificación, tiene generalmente como objetivo, el comprobar que el laboratorio domina el 
método de ensayo normalizado y lo utiliza correctamente, en caso de tratarse de un método 
normalizado modificado para la verificación se requiere solo realizar aquellas pruebas que indiquen 
que la variación realizada no afecta el ensayo. (Duffau & Fabiola, 2010) 
2.2.16 Proceso de  Validación  
Este proceso consta de los siguientes pasos: 
1. Plan de Validación 
2. Protocolo de Validación analítica 
3. Necesidad analítica  
4. Método de ensayo 
5. “Puesta a punto” 
6. Elección de los parámetros de validación 
7. Fijación de objetivos para los parámetros de validación 
8. Diseño experimental y estadístico 
9. Realización de los ensayos diseñados 
10. Tratamiento estadístico de los datos obtenidos 
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Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
11. Hacer declaración del método validado. 
12. Guardar registros ordenadamente, aprobar procedimiento y difundir. (Asecal, 2006). 
 
1. Plan de Validación:  
Se entiende como un documento (tipo protocolo) en el cual se definen previamente a la 
experiencia; las pruebas o parámetros de validación necesarios y el diseño  experimental a 
desarrollar en base a los requerimientos del método. (Duffau & Fabiola, 2010) 
El “Plan de Validación” deberá contener al menos lo siguiente: 
- Alcance de la validación (método, analito, matrices y requerimientos del método 
- Diseño experimental: 
- Establecimiento de la(s) muestra(s) a ser analizada(s) 
- El (los) parámetro(s) y pruebas a desarrollar, en caso, de que la prueba no 
sea una convencional, sino diseñada por el responsable, también deberá 
indicarse en el documento. 
- Numero de análisis requeridos para cada prueba y/o parámetro. 
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- Criterios de aceptación para cada parámetro de validación. 
- Analista(s) responsable de realizar la(s) prueba(s) analítica(s). 
- Materiales, insumos y equipos necesarios para desarrollar la validación. 
- Responsable de la Validación, fecha o tiempo programado para realizar la 
validación y fecha de elaboración del plan. 
Cualquier modificación realizada al plan de validación, durante el proceso, debe quedar 
debidamente documentada. 
2. Protocolo de validación analítica 
En el cual se encuentra detallado como el laboratorio debe proceder cuando requiera 
realizar la  validación de un método. 
3. Necesidad Analítica:  
Una vez establecida por la autoridad, la necesidad de tener a disposición del laboratorio un 
procedimiento analítico que satisfaga una determinada demanda, deberá procederse a la 
elección del método más adecuado, para lo que se puede acudir a la bibliografía 
especializada. 
4. Método de Ensayo:  
Aun en el caso que el método elegido esté publicado como norma internacional, nacional o 
regional, y con el objetivo de atender los requisitos de la Norma 17025 relativos a métodos 
(5.4.2 selección de métodos), es conveniente  preceder a la elaboración de un 
procedimiento interno que recoja, por un lado todos los aspectos técnicos del método y por 
otro los aspectos formales y de calidad.  
5. Puesta a Punto: 
La “puesta a punto” de un método es una actividad previa a la validación que debe realizar 
el laboratorio para llegar a tener un conocimiento general del mismo. Con esta actividad se 
consigue que el método “funcione” dando unas respuestas razonablemente aceptables y 
consistentes. 
Para ello es necesario “afinar” el proceso del método en todos sus apartados, presentando 
una especial consideración a los diversos parámetros instrumentales de aplicación. 
6. Elección de los parámetros de Validación: 
Los requisitos que deben cumplir los métodos deben ser especificados previamente a la 
validación. Estos requisitos establecidos “a priori” son los objetivos de validación. 
7. Fijación de Objetivos:  
En algunos casos, la fijación de estos objetivos está establecida por la propia demanda que 
ha originado la necesidad analítica. 
8.  Diseño Experimental y Estadístico 
Es necesario resaltar que a la hora de determinar los parámetros que se hayan seleccionado, 
éstos no se obtendrán, normalmente, de un modo secuencial, sino que se obtendrán como 
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resultado final de un diseño experimental adecuado que contemplará los objetivos que se 
persiguen servir, simultáneamente, para la determinación de más de un parámetro. 
El siguiente proceso pretende ser representativo de un método analítico típico y se compone de 
las fases: 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
Fuente: ASECAL. Validación de métodos analíticos pág: 22 
 
- Selección de los tipos de muestras a ensayar. 
- Determinación del número de submuestras por muestra a procesar 
- Procesamiento de todas las submuestras simultáneamente (en condiciones de 
repetibilidad).  
- Lectura (normalmente instrumental) de una señal que produce cada una de las 
submuestras. 
- Interpolación, contra una “recta de calibrado” del instrumento o sistema de medida, de la 
lectura obtenida para convertirla en resultado (la recta de calibrado mencionada, que mas 
adelante definiremos como función de respuesta instrumental, se obtiene generalmente 
por la lectura de la señal que producen una serie de “patrones de trabajo limpios”. 
- Cálculos a partir del resultado anterior para obtener el resultado final atribuible a la 
muestra y su incertidumbre asociada, incluyendo todas las etapas del procesamiento. 
9. Realización de los ensayos diseñados 
10.  Tratamiento estadístico de datos obtenidos:  
Se obtienen los valores propios del laboratorio para los parámetros de validación. 
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11. Declaración del método validado 
Si los objetivos predefinidos se han cumplido, podemos proceder a declarar el método 
validado. Deberemos guardar todos los registros que justifiquen el proceso seguido. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
Fuente: (Duffau & Fabiola, 2010) pág. 23 
 
Ilustración 5.  Diagrama de flujo del proceso de validación 
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2.2.17 Parámetros de Validación 
Los parámetros de validación deben ser definidos antes del proceso. 
Si el método es oficial o tiene ya parámetros estadísticos debe ser comprobado en las condiciones 
del laboratorio, la fuente de información puede ser bibliográfica, la experiencia adquirida durante la 
normalización del método o métodos similares o de otros laboratorios. 
Los parámetros no se determinan en forma secuencial, se obtienen como resultado de un diseño 
experimental adecuado que contempla los objetivos que se quieren conseguir. 
 
Sensibilidad: Es el cambio en la respuesta instrumental, que corresponde al cambio en la 
concentración del analito. (Instituto Ecuatoriano de Normalización INEN, 2005). Un método es 
sensible si pequeños cambios en la concentración producen grandes cambios en la respuesta 
analítica. Es la pendiente de la curva de calibración. 
 
       
Donde:  
  y = variable dependiente 
  a = ordenada al origen 
  b = pendiente 
  x = concentración 
 
Se calcula como: 
  
                
   
        
 
    
 
 
 
El valor de sensibilidad obtenido [m] debe permitir una adecuada discriminación de los valores de 
concentración en base a la lectura. 
Se puede observar en la siguiente gráfica que mientras más próxima al eje de las Y este la recta, 
significa que a ligeros cambios en las concentraciones esperadas habrá grandes variaciones en los 
resultados de las lecturas observadas [m2] En el caso de [m3] grandes cambios en la concentración 
no son significativos para la lectura. 
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Ilustración 6.  Sensibilidad 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fuente: (Duffau & Fabiola, 2010) pág. 33 
 
La sensibilidad permite observar la capacidad de respuesta instrumental frente a una determinada 
cantidad de analito. En el tiempo, visualiza cómo se comporta el instrumento. (Duffau & Fabiola, 
2010) 
Precisión: es el grado de semejanza entre resultados analíticos independientes, obtenidos bajo 
condiciones específicas y del mismo lote de material homogéneo. La proximidad entre los 
resultados de ensayos independientes obtenidos en condiciones prescritas. Los errores aleatorios se 
evalúan mediante la precisión. (Instituto Ecuatoriano de Normalización INEN, 2006) 
Exactitud: También se conoce como sesgo.  
Grado de concordancia entre el resultado de una medición y un valor verdadero del mensurando. 
(Árevalo, 2005) 
Normalmente se expresa en porcentaje. La exactitud y la precisión determinan el error total del 
análisis. La exactitud se determina teóricamente utilizando material de referencia certificado 
(MRC) si es posible, métodos de referencia, estudios en colaboración o mediante comparación con 
otros métodos. 
La exactitud debe establecerse en todo el intervalo especificado para el método analítico.  
Recuperación: Es el porcentaje que se extrae de analito en una muestra de concentración conocida. 
Guarda relación con la exactitud.  
Se calcula mediante la relación entre el valor obtenido y el teórico. (Instituto Ecuatoriano de 
Normalización INEN, 2005) 
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Linealidad: Es la capacidad de un método de análisis, dentro de un determinado intervalo, de dar 
una respuesta o resultados instrumentales que sean proporcionales a la cantidad del analito que se 
habrá de determinar en la muestra de laboratorio. 
Luego de realizar el grafico se puede observar el comportamiento de la curva y establecer 
cualitativamente el rango lineal. Después de establecer el comportamiento lineal del método se 
deberá realizar la Curva de trabajo o curva de calibración. Graficar los datos de concentración de 
los estándares de calibración estimados (X) v/s la lectura observada (Y). (Barnett) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fuente: (Duffau & Fabiola, 2010) pág. 28 
 
       
Donde: 
                       
                      
            
                         
                            
  
      
      
 
   
  
     
 
 
                                                                                
        
 
 
 
Coeficiente de correlación: Es la medida del grado de asociación entre las mediciones y la 
concentración del analito. 
 
Ilustración 7.  Comportamiento Lineal 
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El coeficiente de correlación indica el grado de relación entre la variable concentración (X) y la 
variable respuesta (Y) de la curva de calibración. Los valores máximos que puede alcanzar son –1 
y 1.  
El valor máximo de 1 indica una correlación positiva perfecta (entre X e Y) con una pendiente 
positiva. Cuando r=0, no existe correlación alguna, independencia total de los valores X e Y. 
 
 
  
      
     
 
     
  
      
   
   
  
      
  
 
   
Las ecuaciones que calculan las desviaciones estándar del error tipo en la estimacion de x, Syx/b, la 
desviación tipo de b (Sb) y la desviación tipo de a (Sa) son: 
   
    
         
                                                
   
 
 
 
 
     
             
 
   
                                   
    
 
 
 
Donde: 
      Lectura Observada 
      Lectura estimada con la recta de regresión 
   Número de pares de valores 
    Valores asignados  
Límite de detección: Concentración mínima de un analito en la matriz de una muestra que puede 
ser detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo condiciones analíticas específicas, con un 
nivel aceptable de confianza. 
Límite de cuantificación: Es la concentración mínima de analito que el método puede determinar 
con un nivel de confianza aceptable.  
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Rango de aplicación: Establece desde dónde y hasta dónde el método funciona satisfactoriamente 
y para qué tipo de matriz. Intervalo de concentración del analito en la disolución que se mide, en el 
cual el método puede aplicarse con exactitud y precisión aceptables. (EURACHEM, 1998) 
Cuando el método que se va a validar es cuantitativo, es necesario determinar el intervalo de 
concentración analíticas o los valores de las propiedades sobre los cuales el método va a ser 
aplicado. 
Al término menor del intervalo de concentración, los factores limitantes son los valores de 
detección y/o cuantificación. Al término superior del intervalo de concentración, las limitaciones 
quedarán impuestas por varios efectos que dependerán del sistema de respuesta del instrumento. 
Repetibilidad: determina como se repiten los resultados dentro de la aplicación para la cual ha sido 
diseñado el método en un mismo intervalo determinado de tiempo.  
 
Reproducibilidad: Es la precisión bajo las condiciones de reproducibilidad, es decir, condiciones 
donde los resultados de los análisis se obtienen con el mismo método, en ítems idénticos de análisis 
en condiciones diferentes ya sea de laboratorio, diferentes operadores, usando distintos equipos, 
entre otros. 
(OAE, Organismo de Acreditación Ecuatoriano, 2011) (Asecal, 2006). 
 
                                              
    
  
 
  
  
         
            
 
 
Donde:  
           ó                    
           ó                       
  
                                  
      Diferencia de cuadrados medios dentro de grupos 
      Diferencia de cuadrados medios entre grupos 
2.2.18 Incertidumbre: 
Parámetro asociado con el resultado de una medición, que caracteriza la dispersión de los valores 
que razonablemente podrían atribuirse al mensurando. Para su estimación se  requieren seguir los 
cuatro pasos descritos más abajo: (Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)) (Organismo 
de Acreditación Ecuatoriano - OAE, 2008). 
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Ilustración 8.  Pasos para el Cálculo de Incertidumbre 
 
 
 
 
 
 
 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
Fuente: (Duffau & Fabiola, 2010) pág 52 
 
La incertidumbre se expresa de las siguientes formas: 
- Incertidumbre Estándar: ( ): Es la Incertidumbre de Resultado de una medida, expresada 
como una desviación estándar (Compaño & Rios, 2002). 
- Incertidumbre estándar combinada (  ): es el resultado de la combinación de la 
incertidumbre de cada uno de los factores de influencia en la medición es decir de las 
incertidumbres estándar.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
Ilustración 9.  Diagrama Causa - Efecto para la incertidumbre combinada 
25 
 
- Incertidumbre expandida: (U) proporciona un intervalo en el cual  se cree está el valor del 
mesurando con un nivel de confianza particular. Se obtiene multiplicando la incertidumbre 
combinada por el factor de cobertura (k), que generalmente opta valores iguales a 2 0 3 
para niveles de confianza aproximados a 95 y 99% respectivamente (Compaño & Rios, 
2002) 
Factor de cobertura: factor numérico utilizado como multiplicador de la incertidumbre 
típica combinada para obtener la incertidumbre expandida. Un factor de cobertura k típico 
toma valores comprendidos entre 2 y 3. 
Tipos de incertidumbre:  
Evaluación de tipo A (de incertidumbre): Método de evaluación de la incertidumbre mediante 
análisis estadístico de series de observaciones. Está asociada la variabilidad debida a errores 
aleatorios en los resultados obtenidos, se evalúa mediante análisis estadístico. La repetibilidad y 
reproducibilidad son incertidumbres de este tipo. 
Evaluación tipo b (de incertidumbre): Método de evaluación de la incertidumbre por medios 
distintos al análisis estadístico que pueden venir a través de certificados de calibración externos o 
rangos máximos establecidos. 
El propósito de la clasificación en Tipo A y Tipo B es indicar las dos formas diferentes de evaluar las 
componentes de incertidumbre a efectos únicamente de clarificar la presentación, la clasificación no 
trata de indicar que exista alguna diferencia de naturaleza entre las componentes resultantes de ambos 
tipos de evaluación. Los dos tipos de evaluación se basan en distribuciones de probabilidad y los 
componentes resultantes tanto de uno como del otro tipo de evaluación se cuantifican mediante 
varianzas o desviaciones típicas.  
Paso 1. Determinación de fuentes de incertidumbre: 
Listar las posibles fuentes de incertidumbre de acuerdo al método utilizado para lo cual se pueden 
utilizar entre otras las siguientes técnicas: 
- Realizar una lluvia de ideas  
- Considerar cada paso del método y cualquier factor adicional 
- Tener en cuenta posibles duplicaciones  
- Realizar un diagrama de causa-efecto  
En la práctica existen numerosas fuentes posibles de incertidumbre en una medición, entre ellas: 
a) Definición incompleta del mensurando 
b) Realización imperfecta de la definición del mensurando 
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c) Muestra no representativa del mensurando – la muestra analizada puede no representar al 
mensurando definido 
d) Conocimiento incompleto de los efectos de las condiciones ambientales sobre la medición 
o medición imperfecta de dichas condiciones ambientales 
e) Lecturas sesgadas de instrumentos analógicos, por parte del personal técnico. 
f) Resolución finita del instrumento de medida o umbral de discriminación 
g) Valores inexactos de los patrones de medida o de los materiales de referencia 
h) Aproximaciones e hipótesis establecidas en el método y en el procedimiento de medida 
i) Variación en las observaciones repetidas del mesurando, en condiciones aparentemente 
idénticas.  
 
Ilustración 10. Posibles Fuentes de Incertidumbre 
 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
Fuente: ASECAL, Cálculo de la incertidumbre del resultado de medidas pág16 
 
Estimar el tamaño de los componentes de las incertidumbres asociados con cada fuente 
identificada. En caso de no contar con la información planificar ensayos para determinar las 
incertidumbres que falten de acuerdo a la factibilidad del laboratorio. 
 
Paso 2: Convertir los componentes en Incertidumbre estándar: Todos los componentes de la 
incertidumbre deben ser convertidos a incertidumbre estándar.  
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Reglas para convertir la incertidumbre a incertidumbre estándar: 
 
- Calcular µ(x) a partir de desviaciones estándares 
 
Si se tiene una S derivada del promedio de n resultados, convertirlos a S de la media 
     
 
  
 
 
- Calcular µ (x) a partir de intervalos de confianza 
 
1. Se divide la mitad del rango para el valor de t según el nivel de confianza 
                            
 
     
  
 
 
2. Se divide el (± a) para el valor de t según el nivel de confianza 
 
                                                 
 
 
 
- Calcular µ(x) a partir de la incertidumbre expandida 
 
Generalmente es la de los certificados donde se declara el valor de k (factor de cobertura) 
     
  
 
 
             
- Calcular µ(x) a partir de rangos establecidos 
 
Cuando se tiene el (± a) sin otra información como la distribución aplicada o el nivel de 
confianza. 
1. Asumir una distribución normal: 
Se usa cuando: 
- Se estima u a partir de observaciones repetidas de un proceso aleatorio 
- La incertidumbre está dada como una desviación estándar o s; una desviación estándar 
relativa o un coeficiente de variación sin especificación de la distribución 
- La incertidumbre está dada como un intervalo de confianza del (95%)  u otra sin 
especificar el tipo de distribución. 
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Fuente: Componentes de la Incertidumbre: http://physics.nist.gov/cuu/Uncertainty/typeb.html 
2. Asumir una distribución rectangular 
Se usa cuando: 
- El certificado u otra especificación da limites sin especificar el nivel de confianza 
- Se tiene un estimado en forma de un intervalo máximo (±a), sin conocimiento de la forma 
de la distribución.  
 
 
 
 
 
 
 
Fuente: Componentes de la Incertidumbre:http://physics.nist.gov/cuu/Uncertainty/typeb.html 
 
3. Asumir una distribución triangular 
Se usa cuando: 
- Los valores estén más cercanos a la media que a los limites 
- Existe un estimado en la forma de un intervalo máximo (±a) descrito por una distribución 
simétrica. 
 
 
Ilustración 11. Distribución normal 
Ilustración 12. Distribución Rectangular 
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Ilustración 13. Distribución Triangular 
 
 
 
 
         
 
Fuente: Componentes de la Incertidumbre: http://physics.nist.gov/cuu/Uncertainty/typeb.html 
- Calcular µ(x) a partir de rangos establecidos 
 
1. Distribución Rectangular 
   
     
 
  
 
 
2. Distribución Triangular 
             
 
  
 
 
Paso 3: Determinar Incertidumbre combinada: La combinación se lo realiza en forma de 
varianza. 
  
    
  
Expresión matemática general para la combinación de incertidumbre es: 
                
  
  
 
 
      
 
  
  
  
 
 
      
 
       
Para adición o substracción:  
               
Las incertidumbres son combinadas como varianzas simples: 
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Para multiplicaciones y/o divisiones 
  
   
 
 
 
Las incertidumbres son combinadas como desviaciones o incertidumbres estándar relativas 
 
    
 
    
    
 
 
 
  
    
 
 
 
      
 
Paso 4: Determinar Incertidumbre Total expandida: A la incertidumbre estándar combinada se 
multiplica por un factor de cobertura k. 
 
              
El resultado se expresa así: 
         
Cálculo de los grados de libertad y el factor de cobertura: 
Para determinar K se debe determinar el número de grados efectivos de libertad. 
          
     
 
   
    
  
 
   
 
Para incertidumbre tipo A:       
Para incertidumbre tipo B o límites máximos elegidos:     
(Instituto Ecuatoriano de Normalización INEN, 2006) (Árevalo, 2005) (Almeida, 2005). (Centro 
Español de Metrología, 2000) 
2.2.19 Grado de Validación 
El laboratorio debe establecer el grado de validación requerido de acuerdo con las necesidades del 
cliente, con las políticas de calidad, con la naturaleza de los cambios realizados a un método 
previamente validado, o con las metas de calidad que se haya trazado como parte de los procesos 
de mejoramiento continuo del sistema de calidad. 
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Tabla 3.  Grado de Validación 
SITUACIÓN 
GRADO DE VALIDACIÓN O 
REVALIDACIÓN 
Desarrollo de un método para un problema en 
particular 
Completo 
Existe un método evaluado para aplicarlo en un 
problema en particular 
Completo 
Un método establecido, realizar una revisión para 
incorporar innovaciones 
Parcial o Completo 
Un método establecido, extenderlo o adaptarlo a un 
problema nuevo 
Parcial o Completo 
Cuando el control de calidad indica que un método 
establecido cambia con el tiempo 
Parcial o Completo 
Establecer el método en un laboratorio diferente Parcial 
Establecer un método con diferente instrumentación Parcial 
Establecer un método con diferente operador. Parcial 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
2.2.20 Control estadístico de calidad  
Se define como la aplicación de diferentes técnicas estadísticas  con objeto de verificar si todas y 
cada una de las partes de un análisis  cumplen con ciertas exigencias de calidad. 
2.2.20.1 Propósito del control estadístico de calidad 
Los procedimientos de control estadístico de calidad están diseñados para monitorear la 
incertidumbre de un procedimiento de medición y alertar a los analistas sobre los problemas que 
podrían limitar la utilidad de un resultado de una prueba para los fines médicos previstos. El nivel 
de calidad necesario para una prueba de laboratorio clínico se basa en la aplicación médica. Los 
procedimientos de medición se seleccionan para tener especificaciones de rendimiento adecuadas 
para satisfacer el uso clínico. La exigencia de calidad clínica puede definirse como la magnitud del 
cambio en el desempeño de un método permitido antes de que ese cambio tenga un impacto en la 
toma de decisiones médicas. La evaluación del control debe incluir reglas para detectar problemas 
inminentes, para que puedan tratarse antes de que se sobrepongan a los requisitos clínicos. El 
protocolo de control de calidad debe diseñarse para detectar de forma confiable cambios en el 
rendimiento del método para cumplir con este requisito. El control estadístico de calidad se aplica 
para lograr la calidad requerida para la prueba, las características de rendimiento del procedimiento 
de medición conocidas y las características de rendimiento esperado del procedimiento de control 
de calidad. 
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2.2.20.2 Planeación del procedimiento del control estadístico de calidad 
Para que los procedimientos de control estadístico de calidad sean más eficaces, es necesaria una 
planificación cuidadosa que implica los siguientes pasos: 
- Definición de las especificaciones de calidad para la prueba 
- Selección de los materiales de control apropiados. 
- Determinación de las características de rendimiento estables (en control) del procedimiento 
de medición. 
- Identificación de las estrategias de control de calidad. 
- Predicción de la probabilidad de que las estrategias de control de calidad detecten un 
rendimiento fuera de especificación. 
- Especificación de los objetivos para lograr las características deseables de rendimiento del 
control de calidad. 
- Selección de una estrategia de control de calidad cuyo rendimiento previsto cumpla o 
supere los objetivos de rendimiento del control de calidad. (Díaz & Hernández, 1998). 
2.2.20.3 Control de calidad externo (CCE)  
 
El laboratorio debe participar en comparaciones interlaboratorios tales como las organizadas en el 
marco de programas de evaluación externa de la calidad. La dirección del laboratorio debe realizar 
el seguimiento de los resultados de la evaluación externa de la calidad y participar en la 
implementación de acciones correctivas cuando los criterios de control no se cumplen.  
 
Los beneficios del CCE son los siguientes: 
- Evalúa el desempaño general del laboratorio.  
- Establece la comparación entre laboratorios.  
- Sirve como un sistema de alerta temprana de errores.  
- Identifica errores sistemáticos del método analítico.  
- Proporciona evidencia objetiva de la calidad de los laboratorios.  
- Identificar las necesidades de formación. (Ministerio de Salud Pública del Ecuador, 2012) 
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2.3 FUNDAMENTO LEGAL 
 REQUISITOS GENERALES PARA LA COMPETENCIA DE LOS LABORATORIOS 
DE ENSAYO Y DE CALIBRACIÓN. NORMA ISO/IEC 17025:2005. 
 
Los requisitos a cumplir de acuerdo a la norma internacional son los siguientes: 
5.4 Métodos de ensayo y validación de los métodos.  
5.4.2 Selección de los métodos 
5.4.5 Validación de los métodos 
5.4.6 Estimación de la incertidumbre de la medición. (Norma Internacional ISO/IEC 
17025, 2005) 
 
 LABORATORIOS CLINICOS. REQUISITOS PARTICULARES RELATIVOS A LA 
CALIDAD Y LA COMPETENCIA. NTE INEN-ISO15189:2004. 
 
5.5 Procedimientos analíticos 
5.5.2 El laboratorio debe utilizar solamente procedimientos validados para confirmar que 
los procedimientos analíticos son adecuados para su utilización prevista. Las validaciones 
deben ser todo lo extensas que sea necesario para cumplir las necesidades de la aplicación 
o campo de aplicación dados. El laboratorio debe registrar los resultados obtenidos y el 
procedimiento utilizado para la validación. (Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN-
ISO15189, 2009) 
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CAPÍTULO III 
3 METODOLOGÍA 
3.1 TIPO DE INVESTIGACIÓN 
Se realizó un  estudio de tipo experimental analítico, en las instalaciones del Laboratorio de 
Higiene Industrial de la Subdirección de Riesgos del Trabajo – IESS con equipos, materiales y 
reactivos existentes en el Laboratorio. 
3.2 POBLACIÓN Y MUESTRA.  
El experimento se realizará en base a un diseño de proyección analítica buscando un equilibrio 
entre costo beneficio. 
Población: Personal no expuesto a Tolueno 
Muestra: Pool de orina de personal no expuesto a Tolueno 
3.3 VARIABLES DE LA INVESTIGACIÓN 
3.3.1 Variables Independientes: 
- Analito: Ácido Hipúrico 
- Concentración: A 4 niveles de concentración 
- Tiempo: 7 días, 5 repeticiones. 
3.3.2 Variables Dependientes: 
- Absorbancia: Curva de calibración. 
3.4 DISEÑO EXPERIMENTAL 
1. Plan de Validación:  
(Ver Anexo A) 
2. Protocolo de Validación analítica 
(Ver Anexo B) SPRTP – AIT3 – P13 Procedimiento para Validación de métodos. 
3. Necesidad analítica:  
El Laboratorio de Higiene Industrial de la Subdirección de Riesgos del  Trabajo Pichincha sirve de 
apoyo a la comunidad laboral, empresarial e institucional afiliada al IESS, tanto en evaluación 
ambiental como toxicológica de exposición laboral. De esta manera se ve la necesidad de validar 
sus métodos analíticos con dos objetivos primordiales: 
- Apoyar con resultados confiables, por tanto uno de los métodos a validar es el Ácido 
Hipúrico en Orina ya que este es un metabolito de exposición a Tolueno. En la Provincia 
de Pichincha, Ecuador,  nuestra población protegida es decir afiliada IESS es de 737.827, 
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la cual ocupa por rama de actividad en la Industria Manufacturera el 11,32% (83.522 
trabajadores) de ellos el 8% está expuesto al factor de riesgo químico (Tolueno) (6.680 
trabajadores), en Construcción el 20% (147.565 trabajadores) de ellos el 8% está expuesto 
al factor de riesgo químico (Tolueno)  (11.800 trabajadores). Por tanto tenemos 18.480 
trabajadores expuestos al factor de riesgo químico Tolueno. (IESS, 2011). 
 
- Diseñar una estrategia de control de calidad con la obtención de datos que sirva como base 
para la comparación a largo plazo de la calidad analítica de los resultados. 
4. Método de ensayo:  El método que se emplea es NIOSH 8300 
5. “Puesta a punto”: Se ajustan y afinan las distintas variables del método. 
 
5.1 Afinación de la curva de calibración 
Antes de realizar la validación en la rutina del laboratorio, debe llevarse a cabo la calibración 
analítica de los materiales tanto balones como pipetas a  utilizar, se enviaron al Instituto 
Ecuatoriano de Normalización INEN para la obtención de los certificados de calibración. (Ver 
Anexo C.) 
Para afinar el método se realizo diversas pruebas en las q se manejo 2 matrices y  3 diferentes 
blancos. 
 
Tabla 4.  Matriz y blanco utilizados 
MATRIZ BLANCO 
Agua destilada alcohol 
 
Orina 
Alcohol 
Orina Tratada 
Orina Sola 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
La orina recolectada fue de personas no expuestas a tolueno. 
Todas las muestras se mantuvieron en el refrigerador de 2 a 8°C hasta el momento de su análisis. El 
análisis se realizó antes de las 24 horas de recolectadas las muestras. 
Se manejo concentraciones desde 0,1 g/L  a 1,2g/L. Se preparó una solución stock a partir de 0,3 g 
de ácido hipúrico en 250mL.  
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Fuente: Laboratorio de Higiene Industrial  
 
Tabla 5.  Preparación de disoluciones 
 
Solución Stock 1,2 g/L 
Concentración  de ácido 
Hipúrico (g/L) 
Volumen tomado a 
partir de solución stock 
(mL) 
Volumen de 
aforo (mL) 
0,1 8,3 50 
0,3 25,0 50 
0,5 41,6 50 
0,7 58,3 50 
1,0 83,3 50 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
 
 
 
Ilustración 14. Solución estándar 1,2g/L 
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Fuente: Laboratorio de Higiene Industrial  
 
Las Curvas de Calibración se realizaron  a diferentes densidades de 1,013; 1,015; 1,018; 1,023; 
1,025  en 3 días diferentes tomando las densidades respectivas. 
 
1. MATRIZ: Agua Destilada 
BLANCO: Alcohol  
 
Tabla 6.  Conc. Vs Abs. Matriz: Agua Destilada, Blanco: Alcohol. 
CONCENTRACION 
A. Hipúrico g/L 
ABSORBANCIA 
0,1 0,20 
0,3 0,33 
0,5 0,56 
0,7 0,89 
1,0 1,25 
1,2 1,45 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
Ilustración 15. Soluciones preparadas 
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Ilustración 16. Curva de calibración. M: agua destilada B: alcohol 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
2. MATRIZ: Orina 
BLANCO: Orina Tratada 
 
Tabla 7.  Conc. Vs Abs. Matriz: Orina, Blanco: Orina Tratada. 
CONCENTRACION 
A. Hipúrico g/L 
ABSORBANCIA 
0,1 0,03 
0,3 0,38 
0,5 0,52 
0,7 0,83 
1,0 0,95 
1,2 1,10 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
 
y = 1,2x + 0,02 
R² = 0,9909 
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Concetración (g/L) 
Series1 
Lineal (Series1) 
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Ilustración 17. Curva de calibración. M: Orina B: Orina Tratada 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
3. MATRIZ: Orina 
BLANCO: Orina Sola 
 
Tabla 8.  Conc. Vs Abs. Matriz: Orina, Blanco: Orina Sola. 
 
CONCENTRACIÓN  
A. Hipúrico g/L 
ABSORBANCIA 
0,1 0,01 
0,3 0,30 
0,5 0,52 
0,7 0,61 
1,0 0,95 
1,2 1,00 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
 
y = 0,9332x + 0,044 
R² = 0,9534 
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Ilustración 18. Curva de calibración. M: Orina B: Orina Sola 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
4. MATRIZ: Orina 
BLANCO: Alcohol 
 
Tabla 9.  Conc. Vs Abs. Matriz: Orina, Blanco: Alcohol. 
 
CONCENTRACION 
A. Hipúrico g/L 
ABSORBANCIA 
0,1 0,45 
0,3 0,65 
0,5 0,86 
0,7 1,00 
1,0 1,25 
1,2 1,40 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
y = 0,8943x - 0,0014 
R² = 0,9704 
0 
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Ilustración 19. Curva de calibración. M: Orina B: Alcohol 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
INTERPRETACIÓN: Después de realizar las curvas de calibración con las diferentes matices y 
blancos se obtuvo lo siguiente: 
Tabla 10. Resultados obtenidos en la afinación del método 
 
MATRIZ 
BLANCO R
2 
CRITERIO DE 
ACEPTACIÓN 
Agua Destilada 
Alcohol 0,99 SI CUMPLE 
Orina 
Orina Tratada 0,95 NO CUMPLE 
Orina 
Orina Sola 0,97 NO CUMPLE 
Orina 
Alcohol 0,99 SI CUMPLE 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
Ya que al manejar tanto la matriz de agua destilada  o la matriz de  orina cumple con los criterios 
de aceptación se decide manejar para validar el método: 
 
Matriz: Orina 
Blanco: Alcohol  
 
y = 0,9622x + 0,2589 
R² = 0,9969 
0,00 
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6. Elección de los parámetros de validación y fijación de objetivos:  
 
Tabla 11. Parámetros y objetivos de validación 
 
Sensibilidad 0,1 g/L 
Precisión 6% 
Exactitud 100% 
Linealidad Hasta 4g/L 
Coeficiente de correlación 0,98 
Límite de detección 0,1g/L 
Límite de cuantificación 1,5g/L 
Recuperación 100±10% 
Rango de aplicación 0,025 – 2,5g/L 
Repetibilidad 10% 
Reproducibilidad 10% 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
 
7. Diseño experimental y estadístico:  
Se  realizó 4 niveles de concentración de 0,5g/L; 1,0g/L; 2,0g/L; 3,0g/L cinco repeticiones 
por 7 días diferentes. 
8. Realización de los ensayos diseñados:  
3.5 TÉCNICAS E INSTRUMENTOS ANALÍTICOS 
3.5.1 Método  
El método a utilizar es espectrofotométrico que  se basan en la capacidad de las sustancias de 
absorber (o emitir) radiación electromagnética. Éstos se pueden emplear para determinar la 
concentración de un reactivo o producto durante una reacción. 
El Espectrofotómetro  detecta la cantidad de luz transmitida o absorbida a través de la solución en 
la celda y la compara con la que se transmite o absorbe a través de una solución de referencia 
denominada “blanco”. La lectura en la escala ya está convertida en absorbancia.  
3.5.2 Alcance 
El alcance para el análisis de acido hipúrico en orina por espectrofotometría de absorción visible es 
el siguiente: 
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Parámetro Ácido hipúrico en orina 
Rango de medición 0,25 – 2,5g/L 
 
3.5.3 Fundamento 
El tolueno es metabolizado por el cuerpo y es excretado en la orina como ácido hipúrico, 
conjugado con glicina y acido benzoico. 
Este método es utilizado como prueba de tamizado, para trabajadores expuestos a tolueno en 
ausencia de xileno o estireno. Los dos últimos compuestos producen metabolitos que son medidos 
como “acido hipúrico”. 
El ácido hipúrico forma complejos coloreados con cloruro benceno sulfónico en piridina o la 
absorbancia del complejo se mide en el espectrofotómetro a 410nm. (NIOSH Manual of Analytical 
Methods, 1994) 
 
 
 
 
 
 
 
REACCION QUIMICA ENTRE ÁCIDO HIPURICO Y CLORURO DE 
SULFONILBENCENO. 
Mecanismo de Acción: 
 
 
 
 
 
 
 
Ilustración 20. Reacción de ácido hipúrico con cloruro benceno sulfónico 
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Al adicionar alcohol etílico 
 
 
 
 
 
3.5.4 Tipo de muestra primaria 
La muestra primaria que se utiliza en este método es orina recolectada al final de la jornada de 
trabajo previa exposición a tolueno de por lo menos 2 días. 
3.5.5 Tipo de recipiente 
Se ocupa frascos de polietileno estéril. Mantenerlas en refrigeración.  
Para los controles recolectar muestras de orina antes de la jornada de trabajo, como también de 
personas no expuestas.  
3.5.6 Equipos,  Materiales  y Reactivos (Ver Anexo D) 
 
REACTIVOS 
Cloruro bencenosulfónico (45) 
Piridina (33) 
Etanol absoluto 95% (39) 
Acido Hipúrico (52) 
Agua destilada 
 
EQUIPOS MATERIALES 
Espectrofotómetro (EQ3 – ESVO1) Tubos de centrifuga 
Centrifuga (EQ3 – CEN01) 
Pipetas serológicas: 0,5;1,0 y 5,0 ml 
(250,500,1000µl) 
Refrigeradora (EQ3 –01 ) Bureta 
Vórtex (EQ3 – VOR01) Bulbo de pipetas 
Balanza (EQ3 – BAL01) Gradillas 
Campana Extractora (EQ3 – CAM03)  
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Las hojas de seguridad y los certificados de análisis de  los reactivos utilizados se encontraran en el 
(Ver Anexo E). 
3.5.7 Preparación de la muestra 
- Descongelar las muestras de orina, si están congeladas. 
- Tomar 3ml de orina en un tubo de ensayo y centrifugar. 
- Tomar 0,5 ml del sobrenadante del centrifugado. 
3.5.8 Medición 
- Mezclar 0,5 ml de agua destilada y 0,5 ml de piridina en un  tubo de centrifuga. 
 
 
 
 
 
 
 
Fuente: Laboratorio de Higiene Industrial 
- Añadir 0,2ml de cloruro benceno sulfónico y agitar alrededor de 5 seg. en el vórtex. 
 
 
 
 
 
 
 
Fuente: Laboratorio de Higiene Industrial  
 
- Dejar en reposos por 30 minutos a 20 – 30°C 
- Suspender la reacción, añadiendo 5,0 ml  de etanol y agitar en el vórtex. 
Ilustración 21. Orina y Piridina 
Ilustración 22. Reacción Coloreada 
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Ilustración 23. Reacción Final 
 
Fuente: Laboratorio de Higiene Industrial  
 
-  Colocar en una cubeta de 1 cm. Leer la absorbancia a 410 nm  usando etanol para encerar 
el instrumento.  
3.5.9 Interferencia 
- Además de la interferencia positiva del estireno y xileno en el lugar de trabajo, la ingestión de 
benzoato de sodio en las comidas, ácido salicílico o aspirina, por el trabajador producirán una 
interferencia positiva. 
- Por lo tanto se sugiere un cuestionario de la historia del trabajador.  
3.5.10 Precauciones 
Las muestras de orina recolectadas de humanos, plantean un real riesgo para la salud de los 
trabajadores de laboratorio, quienes recolectan y manipulan estas muestras.  
Estos riesgos son primeramente debido al contacto personal con muestras biológicas infecciosas y 
pueden tener consecuencias serias, tales como hepatitis infecciosa  y otras enfermedades. Existe 
algún riesgo proveniente del contenido químico de estas muestras, pero es mucho menor. Las 
personas quienes manipulan especímenes de orina, deberán utilizar guantes protectores, y evitar la 
formación de aerosoles de las muestras. 
- No pipetear con la boca ninguno de los reactivos.  
- Trabajar con piridina y clorurobenceno Sulfónico, solamente dentro de la campana de 
extracción.  
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3.5.11 Cálculo de resultados  
Determinar la concentración (C) 
 
Determinar la concentración, C (g/L) del acido hipúrico, correspondiente a la absorbancia de la 
muestra, a partir de la curva de calibración.   
(NIOSH Manual of Analytical Methods, 1994) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé
Ilustración 24. Análisis de ácido hipúrico 
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CAPÍTULO IV 
4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
4.1 DETERMINACIÓN DE UN SOLO FACTOR PARA CUALQUIER DENSIDAD 
Se realizó curvas de calibración a densidades de 1,013; 1,015; 1,018; 1,023 y 1,025,  se calculo la 
concentración de ácido hipúrico con las absorbancias de las diferentes densidades  para cada una de 
las ecuaciones  de las curvas. 
4.1.1 Concentración 0,5g/L de ácido Hipúrico 
DENSIDADES ECUACIÓN DE LA CURVA 
1,013 y = 1,074x  -  0,057 
1,015 y = 0,751x  -  0,069 
1,018 y = 0,694x  +  0,132 
1,023 y = 0,666x  -   0,213 
1,025 y = 0,782x  -   0,457 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
Tabla 12. Concentración de 0,5g/L a diferentes densidades de trabajo 
CONCENTRACIÓN 0,5g/L 
REPT densidad de muestra 1,013 
Curva dens 1,013 1,015 1,018 1,023 1,025 
1 0,42 0,63 0,39 0,28 -0,07 
2 0,46 0,68 0,44 0,34 -0,02 
3 0,47 0,69 0,46 0,36 -0,01 
4 0,51 0,75 0,52 0,42 0,04 
5 0,49 0,72 0,49 0,39 0,02 
REPT densidad de muestra 1,015 
Curva dens 1,013 1,015 1,018 1,023 1,025 
1 0,32 0,48 0,23 0,12 -0,21 
2 0,30 0,45 0,20 0,09 -0,24 
3 0,29 0,44 0,18 0,07 -0,25 
4 0,34 0,51 0,26 0,15 -0,19 
5 0,29 0,43 0,17 0,06 -0,27 
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Concentración de 0,5g/L a diferentes densidades de trabajo (continuación Tabla 12.) 
 
CONCENTRACIÓN 0,5g/L 
REPT densidad de muestra 1,018 
Curva dens 1,013 1,015 1,018 1,023 1,025 
1 0,55 0,80 0,57 0,48 0,09 
2 0,53 0,77 0,54 0,45 0,07 
3 0,51 0,75 0,52 0,42 0,04 
4 0,56 0,81 0,59 0,49 0,11 
5 0,56 0,83 0,60 0,51 0,12 
REPT densidad de muestra 1,023 
Curva dens 1,013 1,015 1,018 1,023 1,025 
1 0,58 0,85 0,63 0,54 0,14 
2 0,59 0,87 0,65 0,55 0,16 
3 0,56 0,83 0,60 0,51 0,12 
4 0,54 0,79 0,56 0,46 0,08 
5 0,57 0,84 0,62 0,52 0,13 
REPT densidad de muestra 1,025 
Curva dens 1,013 1,015 1,018 1,023 1,025 
1 0,83 1,20 1,01 0,93 0,48 
2 0,81 1,17 0,98 0,90 0,45 
3 0,87 1,26 1,08 1,00 0,54 
4 0,82 1,18 0,99 0,91 0,46 
5 0,83 1,21 1,02 0,94 0,49 
 
Tabla 13. Desviación estándar por repetibilidad y reproducibilidad. Conc. 0,5g/L 
 
 
 
 
 
 
 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
 
Datos obtenidos para la desviación 
estándar por repetibilidad y 
reproducibilidad 
Promedio Total 0,492 
Sr 0,035 
  
  0,114 
SR 0,339 
%CVr 7,077 
%CVR 68,480 
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Tabla 14. Análisis de varianza. Concentración de 0,5g/L a diferentes densidades de 
trabajo. 
RESUMEN 
Grupos Repeticiones Suma Promedio Varianza 
Columna 1 5 2,357 0,471 0,0010 
Columna 2 5 3,461 0,692 0,0020 
Columna 3 5 2,290 0,458 0,0024 
Columna 4 5 1,779 0,356 0,0026 
Columna 5 5 -0,047 -0,009 0,0019 
Columna 6 5 1,548 0,310 0,0005 
Columna 7 5 2,303 0,461 0,0010 
Columna 8 5 1,036 0,207 0,0012 
Columna 9 5 0,473 0,095 0,0013 
Columna 10 5 -1,160 -0,232 0,0009 
Columna 11 5 2,702 0,540 0,0005 
Columna 12 5 3,954 0,791 0,0010 
Columna 13 5 2,823 0,565 0,0012 
Columna 14 5 2,334 0,467 0,0013 
Columna 15 5 0,426 0,085 0,0009 
Columna 16 5 2,851 0,570 0,0005 
Columna 17 5 4,167 0,833 0,0009 
Columna 18 5 3,054 0,611 0,0011 
Columna 19 5 2,574 0,515 0,0012 
Columna 20 5 0,630 0,126 0,0009 
Columna 21 5 4,154 0,831 0,0006 
Columna 22 5 6,031 1,206 0,0013 
Columna 23 5 5,071 1,014 0,0015 
Columna 24 5 4,675 0,935 0,0016 
Columna 25 5 2,420 0,484 0,0012 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
Análisis de varianza 
Origen de las 
variaciones 
Suma de 
cuadrados 
Grados 
de 
libertad 
Promedio de 
los cuadrados 
F Probabilidad 
Valor 
crítico para 
F 
Entre grupos 13,685 24 0,570 464,175 1,09828E-91 1,627 
Dentro de los 
grupos 
0,123 100 0,0012 
   
Total 13,808 124 
    
    
Elaborado por: Alexandra Santafé 
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Tabla 15. Estadística Descriptiva 0,5g/L 
 
 
 
 
 
  
 
     
   Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
Tabla 16. Frecuencias. Conc. 0,5g/L 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
 
 
 
Estadística Descriptiva 
Media 0,495 
Error típico 0,029 
Mediana 0,505 
Moda 0,508 
Desviación estándar 0,334 
Varianza de la muestra 0,111 
Coeficiente de asimetría -0,036 
Rango 1,529 
Mínimo -0,265 
Máximo 1,265 
Suma 61,907 
Cuenta 125 
K 7,962 
AMPLITUD 0,191 
Clase Frecuencia 
-0,27 1 
-0,07 4 
0,12 14 
0,31 15 
0,50 27 
0,69 31 
0,88 18 
1,07 9 
1,26 6 
y mayor... 0 
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Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
INTERPRETACIÓN: A una concentración de 0,5g/L su valor mínimo en concentración  es -0,27 
g/L y su valor máximo es 1,27 g/L, el coeficiente de variación por repetibilidad (%CVr) es de 
7,08% pero el coeficiente de variación por reproducibilidad (%CVR) es 68,48%, el Fcalculado 464,18 
˃ Ftabulado 1,63 por tanto si existe diferencia significativa entre grupos a pesar de ello tiene una 
media de 0,495g/L por que se asemeja a una distribución normal. 
 
4.1.2 Concentración 1,0g/L de ácido Hipúrico 
 
DENSIDADES ECUACIÓN DE LA CURVA 
1,013 y = 1,074x  -  0,057 
1,015 y = 0,751x  -  0,069 
1,018 y = 0,694x  +  0,132 
1,023 y = 0,666x  -   0,213 
1,025 y = 0,782x  -   0,457 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
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Ilustración 25. Histograma 0,5g/L 
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Tabla 17. Concentración de 1,0g/L a diferentes densidades de trabajo. 
 
CONCENTRACIÓN 1,0 g/L 
REPT densidad de muestra 1,013 
Curva dens 1,013 1,015 1,018 1,023 1,025 
1 0,89 1,29 1,11 1,03 0,57 
2 0,96 1,40 1,22 1,15 0,67 
3 0,97 1,41 1,24 1,17 0,68 
4 0,94 1,36 1,18 1,11 0,63 
5 0,97 1,41 1,24 1,17 0,68 
REPT densidad de muestra 1,015 
Curva dens 1,013 1,015 1,018 1,023 1,025 
1 0,68 0,99 0,78 0,69 0,27 
2 0,67 0,97 0,76 0,67 0,26 
3 0,71 1,04 0,83 0,75 0,32 
4 0,69 1,01 0,80 0,72 0,30 
5 0,66 0,96 0,75 0,66 0,25 
REPT densidad de muestra 1,018 
Curva dens 1,013 1,015 1,018 1,023 1,025 
1 0,81 1,17 0,98 0,90 0,45 
2 0,77 1,12 0,92 0,84 0,40 
3 0,79 1,15 0,95 0,87 0,43 
4 0,83 1,20 1,01 0,93 0,48 
5 0,84 1,22 1,03 0,96 0,50 
REPT densidad de muestra 1,023 
Curva dens 1,013 1,015 1,018 1,023 1,025 
1 0,85 1,24 1,05 0,97 0,51 
2 0,83 1,21 1,02 0,94 0,49 
3 0,85 1,24 1,05 0,97 0,51 
4 0,84 1,22 1,03 0,96 0,50 
5 0,86 1,25 1,06 0,99 0,53 
REPT densidad de muestra 1,025 
Curva dens 1,013 1,015 1,018 1,023 1,025 
1 0,85 1,24 1,05 0,97 0,51 
2 0,83 1,21 1,02 0,94 0,49 
3 0,85 1,24 1,05 0,97 0,51 
4 0,84 1,22 1,03 0,96 0,50 
5 0,86 1,25 1,06 0,99 0,53 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
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Tabla 18. Desviación estándar por repetibilidad y reproducibilidad. Conc. 1,0g/L 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
Tabla 19. Análisis de varianza. Concentración de 1,0g/L a diferentes densidades de trabajo. 
RESUMEN 
Grupos Repeticiones Suma Promedio Varianza 
Columna 1 5 4,740 0,948 0,0013 
Columna 2 5 6,870 1,374 0,0026 
Columna 3 5 5,979 1,196 0,0031 
Columna 4 5 5,620 1,124 0,0033 
Columna 5 5 3,226 0,645 0,0024 
Columna 6 5 3,409 0,682 0,0005 
Columna 7 5 4,966 0,993 0,0010 
Columna 8 5 3,918 0,784 0,0012 
Columna 9 5 3,475 0,695 0,0013 
Columna 10 5 1,397 0,279 0,0009 
Columna 11 5 4,033 0,807 0,0009 
Columna 12 5 5,858 1,172 0,0018 
Columna 13 5 4,884 0,977 0,0021 
Columna 14 5 4,480 0,896 0,0023 
Columna 15 5 2,254 0,451 0,0016 
Columna 16 5 4,247 0,849 0,0001 
Columna 17 5 6,164 1,233 0,0002 
Columna 18 5 5,215 1,043 0,0003 
Columna 19 5 4,825 0,965 0,0003 
Columna 20 5 2,548 0,510 0,0002 
Columna 21 5 6,155 1,231 0,0037 
Columna 22 5 8,894 1,779 0,0076 
Columna 23 5 8,170 1,634 0,0089 
Columna 24 5 7,901 1,580 0,0096 
Columna 25 5 5,169 1,034 0,0070 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
Datos obtenidos para la desviación 
estándar por repetibilidad y 
reproducibilidad 
Promedio Total 0,995 
Sr 0,050 
  
  0,132 
SR 0,367 
%CVr 5,091 
%CVR 36,871 
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Análisis de varianza 
Origen de las 
variaciones 
Suma de 
cuadrados 
Grados 
de 
libertad 
Promedio de 
los cuadrados 
F Probabilidad 
Valor 
crítico 
para F 
Entre grupos 15,911 24 0,663 258,254 3,85355E-79 1,6267 
Dentro de los 
grupos 
0,257 100 0,0025 
   
Total 16,167 124 
    
Elaborado por: Alexandra Santafé 
Tabla 20. Estadística Descriptiva 1,0g/L 
Estadística Descriptiva 
Media 0,995 
Error típico 0,032 
Mediana 0,971 
Moda 0,974 
Desviación estándar 0,361 
Varianza de la muestra 0,130 
Coeficiente de asimetría 0,275 
Rango 1,644 
Mínimo 0,246 
Máximo 1,890 
Suma 124,399 
Cuenta 125 
K 7,962 
Amplitud 0,206 
 
Tabla 21. Frecuencias. Conc. 1,0g/L 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
Clase Frecuencia 
0,25 1 
0,45 7 
0,66 10 
0,86 28 
1,07 33 
1,27 25 
1,48 6 
1,69 8 
1,89 7 
y mayor… 0 
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Elaborado por: Alexandra Santafé 
INTERPRETACIÓN: A una concentración de 1,0g/L su valor mínimo en concentración es 0,25 
g/L y su valor máximo es 1,89 g/L, el coeficiente de variación por repetibilidad (%CVr) es de 
5,09% pero el coeficiente de variación por reproducibilidad (%CVR) es 36,87%, el Fcalculado  258,25 
˃ Ftabulado 1,63 por tanto si existe diferencia significativa entre grupos a pesar de ello tiene una 
media de 0,995g/L por que se asemeja a una distribución normal. 
 
4.1.3 Concentración 2,0g/L de ácido Hipúrico 
 
 
DENSIDADES ECUACIÓN DE LA CURVA 
1,013 y = 1,074x  -  0,057 
1,015 y = 0,751x  -  0,069 
1,018 y = 0,694x  +  0,132 
1,023 y = 0,666x  -   0,213 
1,025 y = 0,782x  -   0,457 
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Ilustración 26. Histograma 1,0g/L 
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Tabla 22. Concentración de 2,0g/L a diferentes densidades de trabajo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
CONCENTRACIÓN 2,0 g/L 
REPT densidad de muestra 1,013 
Curva dens 1,013 1,015 1,018 1,023 1,025 
1 1,88 2,70 2,63 2,62 1,92 
2 2,47 3,56 3,56 3,58 2,74 
3 2,10 3,02 2,98 2,98 2,23 
4 1,90 2,73 2,66 2,65 1,95 
5 2,29 3,29 3,27 3,28 2,48 
REPT densidad de muestra 1,015 
Curva dens 1,013 1,015 1,018 1,023 1,025 
1 1,36 1,96 1,83 1,78 1,21 
2 1,41 2,04 1,91 1,87 1,28 
3 1,54 2,22 2,12 2,08 1,46 
4 1,58 2,28 2,17 2,14 1,51 
5 1,45 2,09 1,97 1,93 1,33 
REPT densidad de muestra 1,018 
Curva dens 1,013 1,015 1,018 1,023 1,025 
1 1,37 1,98 1,86 1,81 1,23 
2 1,43 2,06 1,94 1,90 1,31 
3 1,45 2,09 1,97 1,93 1,33 
4 1,41 2,04 1,91 1,87 1,28 
5 1,50 2,17 2,06 2,02 1,41 
REPT densidad de muestra 1,023 
Curva dens 1,013 1,015 1,018 1,023 1,025 
1 1,56 2,25 2,14 2,11 1,49 
2 1,52 2,20 2,09 2,05 1,44 
3 1,45 2,09 1,97 1,93 1,33 
4 1,58 2,28 2,17 2,14 1,51 
5 1,64 2,36 2,26 2,23 1,59 
REPT densidad de muestra 1,025 
Curva dens 1,013 1,015 1,018 1,023 1,025 
1 2,01 2,89 2,84 2,83 2,10 
2 1,88 2,70 2,63 2,62 1,92 
3 1,75 2,52 2,43 2,41 1,74 
4 1,82 2,62 2,55 2,53 1,84 
5 1,91 2,76 2,69 2,68 1,97 
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Tabla 23. Desviación estándar por repetibilidad y reproducibilidad. Conc. 2,0g/L 
 
 
 
 
 
 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
Tabla 24. Análisis de varianza. Concentración de 2,0g/L a diferentes densidades de trabajo. 
RESUMEN 
Grupos Repeticiones Suma Promedio Varianza 
Columna 1 5 10,633 2,127 0,065 
Columna 2 5 15,299 3,060 0,134 
Columna 3 5 15,102 3,020 0,157 
Columna 4 5 15,119 3,024 0,170 
Columna 5 5 11,318 2,264 0,123 
Columna 6 5 7,337 1,467 0,008 
Columna 7 5 10,585 2,117 0,017 
Columna 8 5 10,000 2,000 0,020 
Columna 9 5 9,807 1,961 0,022 
Columna 10 5 6,792 1,358 0,016 
Columna 11 5 7,170 1,434 0,002 
Columna 12 5 10,346 2,069 0,005 
Columna 13 5 9,741 1,948 0,006 
Columna 14 5 9,537 1,907 0,006 
Columna 15 5 6,562 1,312 0,004 
Columna 16 5 7,747 1,549 0,005 
Columna 17 5 11,171 2,234 0,010 
Columna 18 5 10,634 2,127 0,011 
Columna 19 5 10,467 2,093 0,012 
Columna 20 5 7,355 1,471 0,009 
Columna 21 5 9,367 1,873 0,010 
 
 
 
Datos obtenidos para la desviación 
estándar por repetibilidad y 
reproducibilidad 
Promedio Total 2,091 
sr 0,189 
  
  0,262 
SR 0,545 
%CVr 9,073 
%CVR 26,098 
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Análisis de varianza. Concentración de 2,0g/L a diferentes densidades de trabajo. (Continuación 
Tabla 24) 
Columna 22 5 13,488 2,698 0,020 
Columna 23 5 13,142 2,628 0,023 
Columna 24 5 13,078 2,616 0,025 
Columna 25 5 9,579 1,916 0,018 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
Análisis de varianza 
Origen de las 
variaciones 
Suma de 
cuadrados 
Grados de 
libertad 
Promedio de 
los cuadrados 
F Probabilidad 
Valor 
crítico para 
F 
Entre grupos 32,283 24 1,345 37,372 1,56185E-39 1,627 
Dentro de los 
grupos 
3,599 100 0,034 
   
Total 35,883 124 
    
Elaborado por: Alexandra Santafé 
Tabla 25. Estadística Descriptiva 2,0g/L 
Tabla 26. Frecuencias. 2,0g/L 
 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
Estadística Descriptiva 
Media 2,091 
Error típico 0,048 
Mediana 2,037 
Moda 1,448 
Desviación estándar 0,537 
Varianza de la muestra 0,289 
Coeficiente de asimetría 0,627 
Rango 2,377 
Mínimo 1,205 
Máximo 3,582 
Suma 261,3763 
K 7,961 
Amplitud 0,206 
Clase Frecuencia 
1,21 1 
1,50 19 
1,80 13 
2,10 39 
2,39 20 
2,69 15 
2,99 11 
3,28 3 
3,58 3 
y mayor... 1 
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Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
INTERPRETACIÓN: A una concentración de 2,0g/L su valor mínimo  en concentración es 1,20 
g/L y su valor máximo es 3,58 g/L, el coeficiente de variación por repetibilidad (%CVr) es de 
9,07% pero el coeficiente de variación por reproducibilidad (%CVR) es 26,09%, el Fcalculado  37,37 ˃ 
Ftabulado 1,63 por tanto si existe diferencia significativa entre grupos a pesar de ello tiene una media 
de 2,09g/L por que se asemeja a una distribución normal. 
4.1.4 Concentración 3,0g/L de ácido Hipúrico 
 
 
 
 
 
 
DENSIDADES ECUACIÓN DE LA CURVA 
1,013 y = 1,074x  -  0,057 
1,015 y = 0,751x  -  0,069 
1,018 y = 0,694x  +  0,132 
1,023 y = 0,666x  -   0,213 
1,025 y = 0,782x  -   0,457 
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Ilustración 27. Histograma 2,0g/L 
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Tabla 27. Concentración de 3,0g/L a diferentes densidades de trabajo. 
CONCENTRACIÓN 3,0 g/L 
REPT densidad de muestra 1,013 
Curva dens 1,013 1,015 1,018 1,023 1,025 
1 2,80 4,02 4,06 4,11 3,19 
2 2,94 4,22 4,28 4,33 3,38 
3 3,08 4,42 4,49 4,56 3,57 
4 2,94 4,22 4,28 4,33 3,38 
5 3,03 4,35 4,42 4,48 3,51 
REPT densidad de muestra 1,015 
Curva dens 1,013 1,015 1,018 1,023 1,025 
1 2,24 3,22 3,20 3,21 2,42 
2 1,87 2,69 2,62 2,61 1,91 
3 2,15 3,09 3,05 3,06 2,29 
4 2,01 2,89 2,84 2,83 2,10 
5 1,91 2,76 2,69 2,68 1,97 
REPT densidad de muestra 1,018 
Curva dens 1,013 1,015 1,018 1,023 1,025 
1 2,15 3,09 3,05 3,06 2,29 
2 2,01 2,89 2,84 2,83 2,10 
3 2,19 3,16 3,12 3,13 2,36 
4 2,10 3,02 2,98 2,98 2,23 
5 2,33 3,36 3,34 3,36 2,55 
REPT densidad de muestra 1,023 
Curva dens 1,013 1,015 1,018 1,023 1,025 
1 2,19 3,16 3,12 3,13 2,36 
2 2,38 3,42 3,41 3,43 2,61 
3 2,24 3,22 3,20 3,21 2,42 
4 2,33 3,36 3,34 3,36 2,55 
5 2,10 3,02 2,98 2,98 2,23 
REPT densidad de muestra 1,025 
Curva dens 1,013 1,015 1,018 1,023 1,025 
1 2,89 3,97 4,20 4,26 3,31 
2 2,85 3,90 4,13 4,18 3,25 
3 2,75 3,77 3,99 4,03 3,12 
4 2,80 3,84 4,06 4,11 3,19 
5 2,89 3,97 4,20 4,26 3,31 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
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Tabla 28.Desviación estándar por repetibilidad y reproducibilidad. Conc. 3,0g/L 
 
 
 
 
 
 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
Tabla 29. Análisis de varianza. Concentración de 3,0g/L a diferentes densidades de trabajo. 
RESUMEN 
Grupos Repeticiones Suma Promedio Varianza 
Columna 1 5 14,784 2,957 0,011 
Columna 2 5 21,238 4,248 0,023 
Columna 3 5 21,529 4,306 0,028 
Columna 4 5 21,812 4,362 0,030 
Columna 5 5 17,020 3,404 0,022 
Columna 6 5 10,176 2,035 0,024 
Columna 7 5 14,646 2,929 0,050 
Columna 8 5 14,395 2,879 0,059 
Columna 9 5 14,384 2,877 0,064 
Columna 10 5 10,692 2,138 0,046 
Columna 11 5 10,781 2,156 0,015 
Columna 12 5 15,512 3,102 0,030 
Columna 13 5 15,332 3,066 0,035 
Columna 14 5 15,359 3,072 0,038 
Columna 15 5 11,523 2,305 0,027 
Columna 16 5 11,247 2,249 0,012 
Columna 17 5 16,178 3,236 0,025 
Columna 18 5 16,053 3,211 0,030 
Columna 19 5 16,110 3,222 0,032 
Columna 20 5 12,162 2,432 0,023 
Columna 21 5 14,179 2,836 0,004 
Columna 22 5 19,441 3,888 0,008 
Columna 23 5 20,592 4,118 0,009 
Columna 24 5 20,837 4,167 0,010 
Columna 25 5 16,189 3,238 0,007 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
Datos obtenidos para la desviación 
estándar por repetibilidad y 
reproducibilidad 
Promedio Total 3,14 
sr 0,163 
  
  0,505 
SR 0,729 
%CVr 5,179 
%CVR 23,243 
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Análisis de varianza 
 
Origen de las 
variaciones 
Suma de 
cuadrados 
Grados 
de 
libertad 
Promedio 
de los 
cuadrados 
F Probabilidad 
Valor 
crítico 
para F 
Entre grupos 61,276 24 2,553 96,675 1,70253E-58 1,627 
Dentro de los 
grupos 
2,640 100 0,026 
   
Total 63,917 124 
    
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
Tabla 30. Estadística Descriptiva 3,0g/L 
Tabla 31. Frecuencias. Conc. 3,0g/L 
 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé
Estadística Descriptiva 
Media 3,137 
Error típico 0,064 
Mediana 3,089 
Moda 2,799 
Desviación estándar 0,717 
Varianza de la muestra 0,515 
Coeficiente de asimetría 0,240 
Rango 2,689 
Mínimo 1,867 
Máximo 4,557 
Suma 392,171 
Cuenta 125 
K 7,961 
AMPLITUD 0,336 
Clase Frecuencia 
1,87 1 
2,20 13 
 2,54 13 
2,88 17 
3,21 33 
3,55 17 
3,89 3 
4,22 16 
4,56 12 
y mayor... 0 
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Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
 
INTERPRETACIÓN: A una concentración de 3,0g/L su valor mínimo en concentración es 1,87 
g/L y su valor máximo es 4,56 g/L, el coeficiente de variación por repetibilidad (%CVr) es de 
5,17% pero el coeficiente de variación por reproducibilidad (%CVR) es 23,24%, el Fcalculado  96,68 ˃ 
Ftabulado 1,63 por tanto si existe diferencia significativa entre grupos a pesar de ello tiene una media 
de 3,14g/L por que se asemeja a una distribución normal. 
Al observar los datos nos podemos dar cuenta que existe mucha variabilidad por ello no se puede 
ocupar solo un factor para el cálculo de la concentración de ácido hipúrico, por lo tanto se debe 
realizar una curva de calibración para cada densidad. 
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Ilustración 28. Histograma 3,0g/L 
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4.2 ANALISIS DE CURVAS DE CALIBRACIÓN A DIFERENTES DENSIDADES 
4.2.1 Densidad 1,013: 
Se realizo tres repeticiones de cada curva de calibración a diferentes densidades en días diferentes. 
Tabla 32. Conc. Vs Ab. 1
era
, Densidad 1,013. 
CONCENTRACION 
A. Hipúrico g/L 
ABSORBANCIA 
0,1 0,05 
0,3 0,18 
0,5 0,38 
0,7 0,70 
1,0 1,00 
1,2 1,30 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
Ilustración 29. Curva de calibración. 1
era
, Densidad 1,013. 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
 
 
66 
 
Tabla 33. Conc. Vs Abs. 2
da
 Repetición, Densidad 1,013. 
CONCENTRACION 
A. Hipúrico g/L 
ABSORBANCIA 
0,1 0,10 
0,3 0,30 
0,5 0,50 
0,7 0,70 
1,0 0,95 
1,2 1,20 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
Tabla 34. Conc. Vs Abs. 3
era
  Repetición, Densidad 1,013. 
CONCENTRACION 
A. Hipúrico g/L 
ABSORBANCIA 
0,1 0,12 
0,3 0,27 
0,5 0,48 
0,7 0,65 
1,0 1,05 
1,2 1,30 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
 
Ilustración 30. Curva de calibración. 2
da
 Repetición, Densidad 1,013. 
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Elaborado por: Alexandra Santafé 
Tabla 35. Análisis de la curva de calibración. Densidad 1,013. 
CONC. 
g/L 
Abs. 
0,1 0,12 
0,3 0,31 
0,5 0,43 
0,7 0,62 
1,0 0,84 
1,2 0,95 
0,1 0,16 
0,3 0,23 
0,5 0,41 
0,7 0,55 
1,0 0,75 
1,2 0,98 
0,1 0,18 
0,3 0,33 
0,5 0,46 
0,7 0,65 
1,0 0,85 
1,2 1,00 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
Ilustración 31. Curva de calibración. 3
era
  Repetición, Densidad 1,013. 
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Tabla 36. Estimación lineal. Densidad 1,013. 
m 0,751 0,069 Lo 
Sm 0,023 0,017 Slo 
R2 0,985 0,038 Sy,x 
? 1041,967 16 grados de libertad 
t 2,119 0,106 lim. Detec. 
Lo,sup. 0,149 0,049 interpolacion lim. Det 
Lo.inf. -0,009 0,149 lim. Cuantificacion 
resolución(abs) 0,01 0,106 Interpolación lim cuant 
µresolución 0,004 0,050 Sx,y 
µresolución (conc.) 0,005 0,012 µsxy 
 
Tabla 37. Intervalo o región de confianza. Densidad 1,013. 
CONCENTRACION Abs. Superior Abs. Inferior 
0,1 g/L 0,225 0,065 
0,3 g/L 0,375 0,215 
0,5 g/L 0,525 0,366 
0,7 g/L 0,675 0,516 
1,0 g/L 0,901 0,741 
1,2 g/L 1,051 0,891 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
Ilustración 32. Curva de calibración global. Densidad 1,013. 
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4.2.2 Densidad 1,015: 
 
Tabla 38. Conc. Vs Abs. 1
era 
 Repetición, Densidad 1,015. 
 
CONCENTRACION 
A. Hipúrico g/L 
ABSORBANCIA 
0,1 0,12 
0,3 0,31 
0,5 0,43 
0,7 0,62 
1,0 0,84 
1,2 0,95 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
 
 
Ilustración 33. Curva de calibración. 1
era 
 Repetición, Densidad 1,015. 
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Tabla 39. Conc. Vs Abs. 2
da
 Repetición, Densidad 1,015. 
 
 
 
 
 
 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
Tabla 40. Conc. Vs Abs. 3
era 
 Repetición, Densidad 1,015. 
 
 
 
 
 
 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé
CONCENTRACION 
A. Hipúrico g/L 
ABSORBANCIA 
0,1 0,16 
0,3 0,23 
0,5 0,41 
0,7 0,55 
1,0 0,75 
1,2 0,98 
CONCENTRACIÓN 
A. Hipúrico g/L 
ABSORBANCIA 
0,1 0,18 
0,3 0,33 
0,5 0,46 
0,7 0,65 
1,0 0,85 
1,2 1,00 
Ilustración 34. Curva de calibración. 2
da
 Repetición, Densidad 1,015. 
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Elaborado por: Alexandra Santafé 
Tabla 41. Análisis de la curva de calibración. Densidad 1,015. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé
CONC. 
g/L 
Abs. 
0,1 0,05 
0,3 0,18 
0,5 0,38 
0,7 0,70 
1,0 1,00 
1,2 1,30 
0,1 0,10 
0,3 0,30 
0,5 0,50 
0,7 0,70 
1,0 0,95 
1,2 1,20 
0,1 0,12 
0,3 0,27 
0,5 0,48 
0,7 0,65 
1,0 1,05 
1,2 1,30 
Ilustración 35. Curva de calibración. 3
era
  Repetición, Densidad 1,015. 
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 Tabla 42. Estimación lineal. Densidad 1,015. 
 
Tabla 43. Intervalo o región de confianza. Densidad 1,015. 
CONCENTRACION abs. Superior abs. Inferior 
0,1 g/L 0,163 -0,061 
0,3 g/L 0,378 0,154 
0,5 g/L 0,592 0,368 
0,7 g/L 0,807 0,584 
1,0 g/L 1,129 0,906 
1,2 g/L 1,344 1,121 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
 
m 1,074 -0,057 Lo 
Sm 0,032 0,024 Slo 
R2 0,986 0,053 Sy,x 
? 1088,904 16 grados de libertad 
t 2,119 -0,005 lim. Detec. 
Lo,sup. 0,055 0,047 interpolacion lim. Det 
Lo.inf. -0,168 0,055 lim. Cuantificacion  
resolución(conc) 0,01 0,104 Interpolación lim cuant 
µresolución 0,004 0,049 Sx,y 
µresolución (conc.) 0,004 0,012 µsxy  
Ilustración 36. Curva de calibración global. Densidad 1,015 
73 
 
4.2.3 Densidad 1,018: 
 
Tabla 44. Conc. Vs Abs. 1
era
 Repetición, Densidad 1,018. 
 
CONCENTRACION 
A. Hipúrico g/L 
ABSORBANCIA 
0,1 0,25 
0,3 0,37 
0,5 0,49 
0,7 0,63 
1,0 0,80 
1,2 0,99 
  
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
 
 
 
 
Ilustración 37. Curva de calibración. 1era Repetición, Densidad 1,018. 
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Tabla 45. Conc. Vs Abs. 2
da
 Repetición, Densidad 1,018. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
Tabla 46. Conc. Vs Abs. 3
era 
 Repetición, Densidad 1,018. 
 
 
 
 
 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé
CONCENTRACION 
A. Hipúrico g/L 
ABSORBANCIA 
0,1 0,19 
0,3 0,33 
0,5 0,41 
0,7 0,59 
1,0 0,75 
1,2 0,96 
CONCENTRACION 
A. Hipúrico g/L 
ABSORBANCIA 
0,1 0,22 
0,3 0,35 
0,5 0,46 
0,7 0,60 
1,0 0,85 
1,2 1,05 
Ilustración 38. Curva de calibración. 2
da
 Repetición, Densidad 1,018. 
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Elaborado por: Alexandra Santafé 
Tabla 47. Análisis de la curva de calibración. Densidad 1,018. 
CONC. 
g/L 
abs. 
0,1 0,49 
0,3 0,72 
0,5 0,90 
0,7 1,05 
1,0 1,25 
1,2 1,40 
0,1 0,48 
0,3 0,69 
0,5 0,89 
0,7 0,99 
1,0 1,20 
1,2 1,30 
0,1 0,48 
0,3 0,70 
0,5 0,91 
0,7 1,05 
1,0 1,25 
1,2 1,40 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé
Ilustración 39. Curva de calibración. 3
era
  Repetición, Densidad 1,018. 
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Tabla 48. Estimación lineal. Densidad 1,018. 
m 0,782 0,457 Lo 
Sm 0,028 0,021 Slo 
R2 0,980 0,045 Sy,x 
? 786,814 16 grados de libertad 
t 2,119 0,501 lim. Detec. 
Lo,sup. 0,553 0,056 interpolacion lim. Det 
Lo.inf. 0,362 0,553 lim. Cuantificacion 
resolución(conc) 0,01 0,122 Interpolación lim cuant 
µresolución 0,004 0,058 Sx,y 
µresolución (conc.) 0,005 0,014 µsxy 
 
Tabla 49. Intervalo o región de confianza. Densidad 1,018. 
CONCENTRACION Abs. Superior Abs. Inferior 
0,1 g/L 0,631 0,439 
0,3 g/L 0,788 0,596 
0,5 g/L 0,944 0,753 
0,7 g/L 1,101 0,909 
1,0 g/L 1,335 1,144 
1,2 g/L 1,492 1,300 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé
Ilustración 40. Curva de calibración global. Densidad 1,018. 
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4.2.4 Densidad 1,023: 
 
Tabla 50. Conc. Vs Abs. 1
era 
 Repetición, Densidad 1,023. 
 
CONCENTRACION 
A. Hipúrico g/L 
ABSORBANCIA 
0,1 0,31 
0,3 0,44 
0,5 0,56 
0,7 0,68 
1,0 0,92 
1,2 1,10 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé
Ilustración 41. Curva de calibración. 1
era 
 Repetición, Densidad 1,023. 
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Tabla 51. Conc. Vs Abs.. 2
da 
 Repetición, Densidad 1,023. 
CONCENTRACION 
A. Hipúrico g/L 
ABSORBANCIA 
0,1 0,28 
0,3 0,37 
0,5 0,52 
0,7 0,64 
1,0 0,82 
1,2 0,98 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
Tabla 52. Conc Vs Abs. 3
era 
 Repetición, Densidad 1,023. 
CONCENTRACION 
A. Hipúrico g/L 
ABSORBANCIA 
0,1 0,30 
0,3 0,41 
0,5 0,52 
0,7 0,70 
1,0 0,88 
1,2 1,00 
Elaborado por: Alexandra Santafé
Ilustración 42. Curva de calibración. 2
da
  Repetición, Densidad 1,023. 
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Elaborado por: Alexandra Santafé 
Tabla 53. Análisis de la curva de calibración. Densidad 1,023. 
CONC. 
g/L 
Abs. 
0,1 0,31 
0,3 0,44 
0,5 0,56 
0,7 0,68 
1,0 0,92 
1,2 1,10 
0,1 0,28 
0,3 0,37 
0,5 0,52 
0,7 0,64 
1,0 0,82 
1,2 0,98 
0,1 0,30 
0,3 0,41 
0,5 0,52 
0,7 0,70 
1,0 0,88 
1,2 1,00 
Elaborado por: Alexandra Santafé
Ilustración 43. Curva de calibración. 3
era
  Repetición, Densidad 1,023. 
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Tabla 54. Estimación lineal. Densidad 1,023. 
m 0,666 0,213 Lo 
Sm 0,023 0,017 Slo 
R2 0,982 0,037 Sy,x 
? 866,132 16 grados de libertad 
t 2,119 0,248 lim. Detec. 
Lo,sup. 0,291 0,053 interpolacion lim. Det 
Lo.inf. 0,135 0,291 lim. Cuantificacion  
resolución(conc) 0,01 0,117 Interpolación lim cuant 
µresolución 0,004 0,054 Sx,y 
µresolución (conc.) 0,006 0,013 µsxy  
 
Tabla 55. Intervalo o región de confianza. Densidad 1,023. 
 
 
 
 
 
 
  
 
Elaborado por: Alexandra Santafé
CONCENTRACION Abs. Superior Abs. Inferior 
0,1 g/L 0,357 0,202 
0,3 g/L 0,491 0,335 
0,5 g/L 0,624 0,468 
0,7 g/L 0,757 0,602 
1,0 g/L 0,957 0,802 
1,2 g/L 1,090 0,935 
Ilustración 44. Curva de calibración global. Densidad 1,023. 
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4.2.5 Densidad 1,025: 
 
Tabla 56. Conc. Vs Abs. 1
era 
 Repetición, Densidad 1,025. 
 
CONCENTRACION 
A. Hipúrico g/L 
ABSORBANCIA 
0,1 0,49 
0,3 0,72 
0,5 0,90 
0,7 1,05 
1,0 1,25 
1,2 1,40 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
Ilustración 45. Curva de calibración. 1
era
  Repetición, Densidad 1,025. 
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Tabla 57. Conc.  Vs Abs. 2
da
 Repetición, Densidad 1,025. 
CONCENTRACION 
A. Hipúrico g/L 
ABSORBANCIA 
0,1 0,48 
0,3 0,69 
0,5 0,89 
0,7 0,99 
1,0 1,20 
1,2 1,30 
   Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
Tabla 58. Conc. Vs  Abs. 3
era 
 Repetición, Densidad 1,025. 
 
CONCENTRACION 
A. Hipúrico g/L 
ABSORBANCIA 
0,1 0,48 
0,3 0,7 
0,5 0,91 
0,7 1,05 
1,0 1,25 
1,2 1,4 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
 
Ilustración 46. Curva de calibración. 2
da
 Repetición, Densidad 1,025. 
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Elaborado por: Alexandra Santafé 
Tabla 59. Análisis de la curva de calibración. Densidad 1,025. 
CONC. 
g/L 
abs. 
0,1 0,25 
0,3 0,37 
0,5 0,49 
0,7 0,63 
1,0 0,80 
1,2 0,99 
0,1 0,19 
0,3 0,33 
0,5 0,41 
0,7 0,59 
1,0 0,75 
1,2 0,96 
0,1 0,22 
0,3 0,35 
0,5 0,46 
0,7 0,60 
1,0 0,85 
1,2 1,05 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
Ilustración 47. Curva de calibración. 3
era
  Repetición, Densidad 1,025. 
84 
 
Tabla 60. Estimación lineal. Densidad 1,025. 
m 0,694 0,132 Lo 
Sm 0,025 0,018 Slo 
R2 0,980 0,039 Sy,x 
? 796,139 16 grados de libertad 
t 2,119 0,171 lim. Detec. 
Lo,sup. 0,217 0,056 interpolacion lim. Det 
Lo.inf. 0,048 0,217 lim. Cuantificacion  
resolución(conc) 0,01 0,122 Interpolación lim cuant 
µresolución 0,004 0,0573 Sx,y 
µresolución (conc.) 0,005 0,014 µsxy  
 
Tabla 61. Intervalo o región de confianza. Densidad 1,025. 
CONCENTRACION Abs. Superior Abs. Inferior 
0,1 g/L 0,286 0,117 
0,3 g/L 0,425 0,256 
0,5 g/L 0,564 0,395 
0,7 g/L 0,702 0,534 
1,0 g/L 0,910 0,742 
1,2 g/L 1,049 0,880 
 
 
 
. 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
Ilustración 48. Curva de calibración global. Densidad 1,025. 
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INTERPRETACIÓN: Se analiza las curvas de calibración global de para cada densidad. 
Tabla 62. Evaluación de curvas de calibración global. 
DENSIDAD 
R
2
 
GLOBAL 
L.D CRITERIO DE ACEPTACIÓN 
1,013 0,985 0,049 SI CUMPLE 
1,015 0,986 0,047 SI CUMPLE 
1,018 0,980 0,056 SI CUMPLE 
1,023 0,982 0,053 SI CUMPLE 
1,025 0,980 0,056 SI CUMPLE 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
El límite de cuantificación a las diferentes densidades es de 0,1g/L estadísticamente y 
experimentalmente. La función respuesta obedece a una línea recta desde 0,1g/L a 1,2g/L a 
concentraciones mayores de 1,2g /L ya no cumple con la linealidad. 
El límite de detección a las diferentes densidades son menores en un 50% del valor esperado. 
 
4.3 REPETICIONES POR DÍA EN DIFERENTES CONCENTRACIONES 
 
4.3.1 DIA 1: Densidad 1,023         
                 
Tabla 63. Absorbancias densidad 1,023. 
 
 
 
 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
4.3.2 DIA 2: Densidad 1,015 
                
 
 
REPT 
0,5 g/L 1,0 g/L 2,0 g/L 3,0 g/L 
Abs Abs Abs Abs 
1 0,49 0,86 0,81 0,46 
2 0,51 0,84 0,79 0,50 
3 0,54 0,86 0,75 0,47 
4 0,52 0,85 0,82 0,49 
5 0,54 0,87 0,85 0,44 
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Tabla 64. Absorbancias densidad 1,015. 
REPT 
0,5 g/L 1,0 g/L 2,0 g/L 3,0 g/L 
Abs Abs Abs Abs 
1 0,28 0,72 0,74 0,42 
2 0,35 0,74 0,71 0,45 
3 0,33 0,71 0,73 0,48 
4 0,34 0,65 0,69 0,51 
5 0,31 0,67 0,73 0,47 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
4.3.3 DIA 3: Densidad 1,013 
 
                 
Tabla 65. Absorbancias densidad 1,013. 
REPT 
0,5 g/L 1,0 g/L 2,0 g/L 3,0 g/L 
Abs Abs Abs Abs 
1 0,40 0,90 0,98 0,59 
2 0,44 0,98 1,30 0,62 
3 0,45 0,99 1,10 0,65 
4 0,49 0,95 0,99 0,62 
5 0,47 0,99 1,20 0,64 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
4.3.4 DIA 4: Densidad 1,015 
                
Tabla 66. Absorbancias densidad 1,015. 
REPT 
0,5 g/L 1,0 g/L 2,0 g/L 3,0 g/L 
Abs Abs Abs Abs 
1 0,29 0,67 0,70 0,47 
2 0,27 0,66 0,73 0,39 
3 0,26 0,71 0,80 0,45 
4 0,31 0,69 0,82 0,42 
5 0,25 0,65 0,75 0,40 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
4.3.5 DIA 5: Densidad 1,023 
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Tabla 67. Absorbancias densidad 1,023. 
 
REPT 
0,5 g/L 1,0 g/L 2,0 g/L 3,0 g/L 
Abs Abs Abs Abs 
1 0,57 0,88 0,80 0,45 
2 0,58 0,85 0,89 0,47 
3 0,55 0,87 0,87 0,42 
4 0,52 0,84 0,85 0,44 
5 0,56 0,80 0,88 0,46 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
4.3.6 DIA 6: Densidad 1,018 
                 
Tabla 68. Absorbancias densidad 1,018. 
REPT 
0,5 g/L 1,0 g/L 2,0 g/L 3,0 g/L 
Abs Abs Abs Abs 
1 0,53 0,81 0,71 0,45 
2 0,51 0,77 0,74 0,42 
3 0,49 0,79 0,75 0,46 
4 0,54 0,83 0,73 0,44 
5 0,55 0,85 0,78 0,49 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
4.3.7 DIA 7: Densidad 1,025 
                 
 
Tabla 69. Absorbancias densidad 1,025. 
REPT 
0,5 g/L 1,0 g/L 2,0 g/L 3,0 g/L 
Abs Abs Abs Abs 
1 0,83 1,20 1,05 0,61 
2 0,81 1,20 0,98 0,60 
3 0,88 1,35 0,91 0,58 
4 0,82 1,30 0,95 0,59 
5 0,84 1,28 1,00 0,61 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
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4.4 ANÁLISIS ESTADÍSTICO POR CONCENTRACIÓN 
Tabla 70. Concentración 0,5 g/L 
CONCENTACION  0,5 g/L 
REPETICION DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIA 5 DIA 6 DIA 7 
d 1,023 1,015 1,013 1,015 1,023 1,018 1,025 
1 0,42 0,47 0,42 0,48 0,54 0,57 0,48 
2 0,45 0,56 0,46 0,45 0,55 0,54 0,45 
3 0,49 0,53 0,47 0,44 0,51 0,52 0,54 
4 0,46 0,55 0,51 0,51 0,46 0,59 0,46 
5 0,49 0,51 0,49 0,43 0,52 0,60 0,49 
 
Tabla 71. Desviación estándar por repetibilidad y reproducibilidad. Conc. 0,5g/L 
Datos obtenidos para la desviación 
estándar por repetibilidad y 
reproducibilidad 
Promedio Total 0,50 
Sr 0,034 
  
  0,001 
SR 0,049 
%CVr 6,801 
%CVR 9,875 
Recuperación 99,378 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
 
Tabla 72. Análisis de varianza  0,5g/L 
Análisis de varianza de un factor 
RESUMEN 
Grupos Repeticiones Suma Promedio Varianza 
Día 1 5 2,304 0,460 0,0010 
Día 2 5 2,609 0,521 0,0013 
Día 3 5 2,357 0,471 0,0009 
Día 4 5 2,302 0,460 0,0010 
Día 5 5 2,574 0,515 0,0012 
Día 6 5 2,823 0,565 0,0012 
Día 7 5 2,420 0,484 0,0012 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
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Análisis de varianza 
 
Origen de las 
variaciones 
Suma de 
cuadrados 
Grados de 
libertad 
Promedio de 
los cuadrados 
F Probabilidad 
Valor 
crítico 
para F 
Entre grupos 0,045 6 0,007 6,541 0,0002 2,445 
Dentro de los 
grupos 
0,032 28 0,001 
   
       
Total 0,077 34 
    
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
Tabla 73. Concentración 1,0 g/L 
 Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
Tabla 74. Desviación estándar por repetibilidad y reproducibilidad. Conc. 1,0g/L 
 
 
 
 
 
 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
CONCENTACION  1,0 g/L 
REPETICION DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIA 5 DIA 6 DIA 7 
d 1,023 1,015 1,013 1,015 1,023 1,018 1,025 
1 0,97 1,05 0,89 0,99 1,00 0,98 0,95 
2 0,94 1,08 0,96 0,97 0,96 0,92 0,95 
3 0,97 1,04 0,97 1,04 0,99 0,95 1,14 
4 0,96 0,96 0,94 1,01 0,94 1,01 1,08 
5 0,99 0,99 0,97 0,96 0,88 1,03 1,05 
Datos obtenidos para la desviación 
estándar por repetibilidad y 
reproducibilidad 
Promedio Total 0,98 
sr 0,048 
  
  0,0007 
SR 0,055 
%CVr 4,898 
%CVR 5,546 
Recuperación 98,463 
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     Tabla 75. Análisis de varianza  1,0g/L 
Análisis de varianza de un factor 
RESUMEN 
Grupos Repeticiones Suma Promedio Varianza 
Día 1 5 4,825 0,965 0,0002 
Día 2 5 5,113 1,022 0,0024 
Día 3 5 4,740 0,948 0,0012 
Día 4 5 4,966 0,993 0,0010 
Día 5 5 4,765 0,953 0,0021 
Día 6 5 4,876 0,975 0,0020 
Día 7 5 5,169 1,033 0,0069 
 
Análisis de varianza 
Origen de las 
variaciones 
Suma de 
cuadrados 
Grados de 
libertad 
Promedio 
de los 
cuadrados 
F Probabilidad 
Valor 
crítico 
para F 
Entre grupos 0,034 6 0,006 2,411 0,052 2,445 
Dentro de los 
grupos 
0,065 28 0,002 
   
       
Total 0,099 34 
    
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
Tabla 76. Concentración 2,0 g/L 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé
CONCENTACION  2,0 g/L 
  REPETICION DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIA 5 DIA 6 DIA 7 
D 1,023 1,015 1,013 1,015 1,023 1,018 1,025 
1 2,11 2,06 1,88 1,96 2,08 1,86 2,10 
2 2,05 1,98 2,47 2,04 2,35 1,94 1,92 
3 1,93 2,04 2,10 2,22 2,29 1,97 1,74 
4 2,14 1,93 1,90 2,28 2,23 1,91 1,84 
5 2,23 2,04 2,29 2,09 2,32 2,06 1,97 
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Tabla 77. Desviación estándar por repetibilidad y reproducibilidad. Conc. 2,0g/L 
 
 
  
 
 
 
 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
Tabla 78. Análisis de varianza  2,0g/L 
Análisis de varianza de un factor 
RESUMEN 
Grupos Repeticiones Suma Promedio Varianza 
Día 1 5 10,467 2,093 0,012 
Día 2 5 10,052 2,010 0,003 
Día 3 5 10,632 2,127 0,065 
Día 4 5 10,585 2,117 0,017 
Día 5 5 11,277 2,256 0,011 
Día 6 5 9,733 1,947 0,006 
Día 7 5 9,579 1,919 0,018 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
Análisis de varianza 
Origen de 
las 
variaciones 
Suma de 
cuadrados 
Grados de 
libertad 
Promedio de 
los 
cuadrados 
F Probabilidad Valor crítico 
para F 
Entre 
grupos 
0,414 6 0,069 3,628 0,009 2,445 
Dentro de 
los grupos 
0,533 28 0,019    
       
Total 0,947 34         
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
Datos obtenidos para la desviación 
estándar por repetibilidad y 
reproducibilidad 
Promedio Total 2,07 
sr 0,138 
  
  0,010 
SR 0,170 
%CVr 6,674 
%CVR 8,244 
Recuperación 103,336 
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Tabla 79. Concentración 3,0 g/L 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
Tabla 80. Desviación estándar por repetibilidad y reproducibilidad. Conc. 3,0g/L 
 
 
 
 
 
 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
 
Tabla 81. Análisis de varianza  3,0g/L 
Análisis de varianza de un factor 
RESUMEN     
Grupos Repeticiones Suma Promedio Varianza 
Día 1 5 16,1096 3,221938776 0,032088 
Día 2 5 15,97802929 3,195605859 0,050089 
Día 3 5 14,78404542 2,956809085 0,011481 
Día 4 5 14,64647137 2,929294274 0,050089 
Día 5 5 15,20933373 3,041866747 0,020829 
Día 6 5 15,32425422 3,064850843 0,034787 
Día 7 5 16,18895423 3,237790846 0,006946 
Elaborado por: Alexandra Santafé
CONCENTACION  3,0 g/L 
REPETICION DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIA 5 DIA 6 DIA 7 
D 1,023 1,015 1,013 1,015 1,023 1,018 1,025 
1 3,13 2,89 2,80 3,22 3,06 3,05 3,31 
2 3,43 3,09 2,94 2,69 3,21 2,84 3,25 
3 3,21 3,29 3,08 3,09 2,83 3,12 3,12 
4 3,36 3,49 2,94 2,89 2,98 2,98 3,19 
5 2,98 3,22 3,03 2,76 3,13 3,34 3,31 
Datos obtenidos para la desviación 
estándar por repetibilidad y 
reproducibilidad 
Promedio Total 3,09 
sr 0,172 
  
  0,010 
SR 0,199 
%CVr 5,550 
%CVR 6,444 
Recuperación 103,094 
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Análisis de varianza 
Origen de 
las 
variaciones 
Suma de 
cuadrados 
Grados 
de 
libertad 
Promedio 
de los 
cuadrados 
F Probabilidad 
Valor 
crítico 
para F 
Entre 
grupos 
0,484 6 0,081 2,739 0,032 2,445 
Dentro de 
los grupos 
0,825 28 0,029 
   
       
Total 1,309 34 
    
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
INTERPRETACIÓN: La recuperación a las diferentes concentraciones tiene un rango de 98,46% 
- 103,09% obteniendo aproximadamente 100 ± 3% por tanto por seguridad el laboratorio declara 
un rango de recuperación de 100 ± 5%, que es menor en un 50% a lo esperado. El rango de 
aplicación es de 0,1g/L a 3,0 g/L. 
Tabla 82. Resultados obtenidos de repetibilidad y reproducibilidad 
Concentración %CVr %CVR Criterio de aceptación 
0,5g/L 6,80 9,88 Si Cumple 
1,0 g/L 4,89 5,55 Si Cumple 
2,0 g/L 6,67 8,24 Si Cumple 
3,0 g/L 5,55 6,44 Si Cumple 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
INTERPRETACIÓN: Tanto el coeficiente de repetibilidad y reproducibilidad están dentro del 
criterio de aceptación que es hasta 10%. 
Tabla 83. Resultados obtenidos en la Prueba de Fisher 
NIVEL Fcalculada ˃ o ˂ a Ftabulado 
EVALUACION DEL 
CRITERIO 
0,5 g/L 6,541 ˃ 2,445 
SI existe diferencia significativa 
entre grupos de datos 
1,0g/L 2,411 ˂ 2,445 
NO existe diferencia significativa 
entre grupos de datos 
2,0g/L 3,628 ˃ 2,445 
SI existe diferencia significativa 
entre grupos de datos 
3,0g/L 2,739 ˃ 2,445 
SI existe diferencia significativa 
entre grupos de datos 
 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
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INTERPRETACIÓN: A pesar de que el F calculado es mayor que el F tabulado en las 
concentración de 0,5 g/L; 2,0g/L y 3,0 g/L esta dentro de lo probabilístico ya que la diferencia no 
es tan grande por tanto este método es reproducible en las condición de trabajo del Laboratorio de 
Higiene Industrial. 
4.5 ANÁLISIS DE  LA INCERTIDUMBRE DE MEDIDA 
 
Tabla 84. Datos para el cálculo de la Incertidumbre. 
Peso: 0,3021g  
k = 2 
Solución madre: 1,2g/L  
Solución estándar: 0,1g/L Volumen medido = 4,2mL 
Solución estándar: 0,3g/L Volumen medido = 12,5mL 
Solución estándar: 0,5g/L Volumen medido = 20,8mL 
Solución estándar: 0,7g/L  Volumen medido = 29,2mL 
Solución estándar: 1,0g/L Volumen medido = 41,7mL 
         = 0,0003g            0,00015g 
             = 0,021mL               0,0105mL 
            = 0,008mL               0,004mL 
             = 0,005mL               0,0025mL 
             = 0,008mL                0,004mL 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
4.5.1 Incertidumbre aportada por preparación de Solución madre: 
 
                 
         
    
 
   
 
  
      
      
  
    
 
 
                 
       
      
 
 
   
      
   
 
 
 
 
 
                 
 
   
 
     
 
         
 
   
95 
 
4.5.2 Incertidumbre aportada por preparación de soluciones estándar 
 
Solución estándar = 0,1g/L 
                 
           
 
  
        
 
  
 
 
  
         
         
 
 
  
        
        
 
 
 
  
                 
        
   
 
 
  
      
   
 
 
  
     
  
 
 
 
 
                  
 
   
     
 
          
 
   
Tabla 85. Incertidumbre por preparación de estándar en cada nivel de concentración. 
 
Concentración (g/L) 
Incertidumbre por preparación de 
solución estándar 
0,1      
 
          
 
   
0,3      
 
          
 
   
0,5      
 
         
 
   
0,7      
 
         
 
   
1,0      
 
         
 
   
1,2      
 
         
 
   
Elaborado por: Alexandra Santafé 
 
4.5.3 Incertidumbre aportada por curva de calibración: 
Para cuantificar la Incertidumbre de la función respuesta se toma el valor de la incertidumbre del 
error tipo y la incertidumbre aportada por el equipo que se encuentra en la tabla de estimación 
lineal para cada densidad. 
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Tabla 86. Datos para el cálculo de la Incertidumbre aportada por la curva de calibración. 
Densidad                     
1,013 0,0054 0,01182 
1,015 0,0038 0,01156 
1,018 0,0052 0,01360 
1,023 0,0061 0,01296 
1,025 0,0059 0,01352 
   
Densidad 1,013: 
                                
 
       
 
                
 
 
                                                 
 
                   
 
Tabla 87. Incertidumbre por curva de calibración a diferentes densidades 
 
Estándar 
          
Densidad 
1,013 
Densidad 
1,015 
Densidad 
1,018 
Densidad 
1,023 
Densidad 
1,025 
0,1 g/L 0,013 0,012 0,015 0,015 0,015 
0,3 g/L 0,013 0,012 0,015 0,015 0,015 
0,5 g/L 0,013 0,012 0,015 0,015 0,015 
0,7 g/L 0,013 0,012 0,015 0,015 0,015 
1,0 g/L 0,013 0,012 0,015 0,015 0,015 
1,2 g/L 0,013 0,012 0,015 0,015 0,015 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
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4.6 INCERTIDUMBRE TOTAL: 
 
Tabla 88. Datos para el cálculo de la Incertidumbre Total 
 
Concentración SR     
0,5 g/L 0,049 0,008 
1,0 g/L 0,055 0,009 
2,0 g/L 0,170 0,029 
3,0 g/L 0,199 0.034 
n = 35 
 
SR: La desviación estándar por repetibilidad tomada de las tablas 71,74,77 y 80 de acuerdo a cada 
concentración. 
    Incertidumbre por  repetibilidad se calcula: 
    
  
  
 
 
                                  
 
       
                                   
                      
 
Tabla 89. Incertidumbre medición total  a diferentes densidades. 
                  
Concentración 
Densidad 
1,013 
Densidad 
1,015 
Densidad 
1,018 
Densidad 
1,023 
Densidad 
1,025 
0,5 g/L 0,0154 0,0147 0,0167 0,0165 0,0169 
1,0 g/L 0,0159 0,0152 0,0172 0,0170 0,0174 
2,0 g/L 0,0632 0,0625 0,0645 0,0643 0,0647 
3,0 g/L 0,1805 0,1791 0,1835 0,1830 0,1838 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
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4.6.1 Cálculo de grados de libertad efectivos 
 
                             
                 
 
         
       
 
 
          
        
 
 
      
    
 
 
       
    
 
                             
         
         
  
 
 
          
  
 
                                   
                      
 
        
 
Tabla 90. Valores de k a diferentes densidades y concentraciones. 
Concentración 
Densidades 
1,013 1,015 1,018 1,023 1,025 
0,5g/L 2,02 2,03 2,03 2,02 2,03 
1,0 g/L 2,01 2,02 2,03 2,02 2,02 
2,0 g/L 1,96 1,96 1,96 1,96 1,96 
3,0 g/L 1,96 1,96 1,96 1,96 1,96 
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Tabla 91. Incertidumbre total.  
Elaborado por: Alexandra Santafé 
INTERPRETACIÓN: Cuando la muestra tiene una densidad de 1,013 la medición de la 
incertidumbre tiene un valor máximo de 6,23% del valor medido, a 1,015 es 5,97%, a 1,018 es 
6,81%, a 1,023 es 6,70% y a 1,025 es 6,86%. 
DENSIDAD CONCENTRACIÓN                 % 
1,013 
0,5 g/L 0,031 6,23 
1,0 g/L 0,032 3,21 
2,0 g/L 0,062 3,10 
3,0 g/L 0,071 2,36 
1,015 
0,5 g/L 0,029 5,97 
1,0 g/L 0,031 3,08 
2,0 g/L 0,061 3,07 
3,0 g/L 0,070 2,34 
1,018 
0,5 g/L 0,034 6,81 
1,0 g/L 0,035 3,49 
2,0 g/L 0,063 3,17 
3,0 g/L 0,072 2,39 
1,023 
0,5 g/L 0,034 6,70 
1,0 g/L 0,034 3,44 
2,0 g/L 0,063 3,16 
3,0 g/L 0,072 2,39 
1,025 
0,5 g/L 0,034 6,86 
1,0 g/L 0,035 3,52 
2,0 g/L 0,064 3,18 
3,0 g/L 0,072 2,40 
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El resumen de la validación se encuentra en el registro SPRTP – AIT3 – R49 Validación de 
Métodos Analíticos. (Ver ANEXO F). 
4.7 PLAN DE CONTROL ANÁLITICO DE RESULTADOS 
 
- Las muestras de orina  que llegan al laboratorio para el análisis de ácido hipúrico deben ser 
analizadas el mismo día. 
- Ya que se muestra que el método tiene una buena variabilidad, la curva de calibración para 
cada densidad se realizara cada 3 meses. 
- El estándar control se pasara por cada lote de muestras procesadas, el lote serán todas las 
muestras que entren por día. 
- Se realizara comparaciones interlaboratorios por los menos una vez al año de acuerdo al 
Procedimiento de aseguramiento de la calidad. SPRTP – AIT3 – P16. 
- Las muestras duplicadas se realizaran tomando una muestra al azar del lote. 
- Las muestras triplicadas se las realizara cada 3 meses. 
 
4.7.1 Criterios de aceptación y rechazo: 
 
Las muestras futuras analizadas en el laboratorio tendrán que encontrarse en la región de confianza 
para cada nivel de concentración a diferentes densidades pudiendo establecer el intervalo entre los 
valores inferiores de absorbancia y los valores superiores de absorbancia. 
 
DENSIDAD CONCENTRACION Abs. Superior Abs. Inferior 
1,013 
0,1 g/L 0,23 0,07 
0,3 g/L 0,38 0,22 
0,5 g/L 0,53 0,37 
0,7 g/L 0,68 0,52 
1,0 g/L 0,90 0,74 
1,2 g/L 1,05 0,89 
1,015 
0,1 g/L 0,16 -0,06 
0,3 g/L 0,38 0,15 
0,5 g/L 0,59 0,37 
0,7 g/L 0,81 0,58 
1,0 g/L 1,13 0,91 
1,2 g/L 1,34 1,12 
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DENSIDAD CONCENTRACION Abs. Superior Abs. Inferior 
1,018 
0,1 g/L 0,63 0,44 
0,3 g/L 0,79 0,59 
0,5 g/L 0,94 0,75 
0,7 g/L 1,10 0,91 
1,0 g/L 1,34 1,14 
1,2 g/L 1,49 1,30 
DENSIDAD CONCENTRACION Abs. Superior Abs. Inferior 
1,023 
0,1 g/L 0,36 0,20 
0,3 g/L 0,49 0,34 
0,5 g/L 0,62 0,47 
0,7 g/L 0,76 0,60 
1,0 g/L 0,96 0,80 
1,2 g/L 1,09 0,93 
DENSIDAD CONCENTRACION Abs. Superior Abs. Inferior 
1,025 
0,1 g/L 0,29 0,12 
0,3 g/L 0,43 0,26 
0,5 g/L 0,56 0,39 
0,7 g/L 0,70 0,53 
1,0 g/L 0,91 0,74 
1,2 g/L 1,05 0,88 
Elaborado por: Alexandra Santafé 
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CAPÍTULO V 
5 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 
5.1 CONCLUSIONES 
- El método para la determinación de Ácido Hipúrico en orina por espectrofotometría visible 
realizado en el Laboratorio de Higiene Industrial de la Subdirección Provincial de Riesgos 
del trabajo – IESS  cumple con los criterios de aceptación para la validación establecidos 
por el Laboratorio aceptando así  la hipótesis nula. 
- Se realizó una curva de calibración  para cada densidad de orina ya que experimentalmente 
y estadísticamente se observa mucha variabilidad entre densidades. 
- Se demostró experimentalmente que el método funciona adecuadamente, mientras las 
densidades de orina no sean menores a 1,013 ni mayores a 1,025 ya que fuera de  este 
intervalo se pierde la linealidad. 
- El método es exacto debido a que presenta una recuperación de 100±5% que es menor en 
un 50% a lo esperado y  preciso porque se obtuvieron resultados repetitivos y 
reproducibles. 
- A pesar de que el F calculado es mayor que el F tabulado en las concentración de 0,5 g/L; 
2,0g/L y 3,0 g/L está dentro de lo probabilístico porque su diferencia no es tan grande, por 
tanto el método es reproducible en las condición de trabajo del Laboratorio de Higiene 
Industrial. 
- La incertidumbre expandida (U)  para un k=2 correspondiente al 95% de confianza 
presenta un valor máximo a las diferentes densidades de 0,072 lo cual indica que el método 
presenta un margen de error de ± 0,072g/L para cualquier medición realizada con este 
método analítico validado. 
- Se estableció un control analítico de resultados aplicado al Laboratorio de Higiene 
Industrial, detallado en las recomendaciones. 
- Al obtener el método validado se cumplió con uno de  los requisitos técnicos de las 
Normas ISO/IEC: 17025:2005, ISO NTE INEN -  15189:2004 que exige el Organismo de 
Acreditación Ecuatoriana OAE.   
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5.2 RECOMENDACIONES: 
- Seguir todas las instrucciones de los protocolos analíticos y las buenas prácticas del 
Laboratorio para evitar resultados erróneos por falta de cuidado en la manipulación de 
ítems de ensayo y del equipo de medición. 
- La ingestión de alimentos enlatados y el uso de aspirina o acido salicílico causa un falso 
positivo por lo que se recomienda al Laboratorio realizar una encuesta previa a los 
trabajadores expuestos. 
- Las muestras de orina deben ser analizadas antes de la 24h de llegada al laboratorio y 
mantenerlas en el refrigerador de 2 a 8°C hasta el momento de su análisis. 
- Como la reacción es colorimétrica se recomienda preparar un estándar 1,2g/L y 
familiarizar al analista con la intensidad del color a esa concentración, para que cada vez 
que presuman una mayor concentración realicen dilución y sus resultados sean 
multiplicados por el factor de dilución correspondiente. 
- De acuerdo al análisis  experimental se recomienda realizar estándares a las diferentes 
densidades para realizar el control analítico de resultados. 
- Para el cálculo de concentración de ácido hipúrico se recomienda que las densidades de 
1,013 y 1,014 se utilice la curva de calibración para 1,013; para las densidades de 1,015 y 
1,016 la curva de calibración para 1,015; para las densidades 1,017; 1,018 y 1,019 la curva 
de calibración de 1,018; para las densidades  1,020; 1,021; 1,022 y 1,023 la curva de 
calibración 1,023; para las densidades 1,024 y 1,025 la curva de calibración 1,025.  
- Para el control analítico de resultados se debe realizar lo siguiente:  
- Las muestras de orina deben ser analizadas el mismo día de su ingreso. 
- Las curvas de calibración para cada densidad se realizaran cada 3 meses. 
- Los estándares de control se pasaran por cada lote de muestra 
- Las muestras duplicadas se analizaran tomando una muestra al azar del mismo lote 
- Las muestras triplicadas se analizaran cada 3 meses, 
- Se realizara comparaciones interlaboratorio por los menos una vez al año no solo 
para detectar desviaciones en los resultados obtenidos sino también para verificar 
la validez de todo el sistema de calidad. 
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ANEXO A. 
 
PLAN DE VALIDACIÓN 
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Fuente: Laboratorio de Higiene Industrial – IESS 
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Fuente: Laboratorio de Higiene Industrial – IESS 
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Fuente: Laboratorio de Higiene Industrial – IESS 
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ANEXO B. 
 
PROCEDIMIENTO PARA VALIDACIÓN DE MÉTODOS 
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Fuente: Laboratorio de Higiene Industrial – IESS 
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Fuente: Laboratorio de Higiene Industrial – IESS 
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Fuente: Laboratorio de Higiene Industrial – IESS 
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Fuente: Laboratorio de Higiene Industrial – IESS 
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Fuente: Laboratorio de Higiene Industrial – IESS 
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ANEXO C. 
 
HOJAS DE CALIBRACIÓN 
INEN 
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Fuente: INEN, Laboratorio de Pruebas de Calibración (L.P.C) 
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Fuente: INEN, Laboratorio de Pruebas de Calibración (L.P.C) 
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Fuente: INEN, Laboratorio de Pruebas de Calibración (L.P.C) 
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Fuente: INEN, Laboratorio de Pruebas de Calibración (L.P.C) 
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Fuente: INEN, Laboratorio de Pruebas de Calibración (L.P.C) 
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Fuente: INEN, Laboratorio de Pruebas de Calibración (L.P.C) 
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Fuente: INEN, Laboratorio de Pruebas de Calibración (L.P.C) 
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Fuente: INEN, Laboratorio de Pruebas de Calibración (L.P.C) 
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Fuente: INEN, Laboratorio de Pruebas de Calibración (L.P.C) 
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Fuente: INEN, Laboratorio de Pruebas de Calibración (L.P.C) 
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Fuente: INEN, Laboratorio de Pruebas de Calibración (L.P.C) 
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Fuente: INEN, Laboratorio de Pruebas de Calibración (L.P.C) 
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Fuente: INEN, Laboratorio de Pruebas de Calibración (L.P.C) 
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Fuente: INEN, Laboratorio de Pruebas de Calibración (L.P.C) 
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ANEXO D. 
 
 
EQUIPOS, MATERIALES 
 Y REACTIVOS 
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Ácido Hipúrico Cloruro bencenosulfónico 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Etanol Absoluto Piridina 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fuente: Laboratorio de Higiene Industrial - IESS 
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Pipetas automáticas Tubos de centrifuga 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Vórtex Centrifuga 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fuente: Laboratorio de Higiene Industrial - IESS 
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Balanza Espectrofotómetro 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Campana de extractora 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fuente: Laboratorio de Higiene Industrial - IESS 
 
137 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ANEXO E. 
 
 
HOJAS DE SEGURIDAD Y CERTIFICADOS DE  
ANALISIS DE LOS REACTIVOS 
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Fuente: MERK KGaA 
139 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fuente: MERK KGaA 
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Fuente: MERK KGaA 
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Fuente: MERK KGaA 
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Fuente: MERK KGaA 
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Fuente: MERK KGaA 
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Fuente: MERK KGaA 
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Fuente: MERK KGaA 
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Fuente: MERK KGaA 
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Fuente: MERK KGaA 
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ANEXO F. 
 
 
SPRTP – AIT3 – R49 REGISTRO VALIDACIÓN DE METOS 
ANALITICOS 
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Fuente: Laboratorio de Higiene Industrial - IESS 
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Fuente: Laboratorio de Higiene Industrial – IESS 
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Fuente: Laboratorio de Higiene Industrial – IESS 
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Fuente: Laboratorio de Higiene Industrial – IESS 
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Fuente: Laboratorio de Higiene Industrial – IESS 
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Fuente: Laboratorio de Higiene Industrial – IESS 
 
